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RESUMEN  
 
 
 
La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una de las principales fuente de alimento en 
África. Sin embargo, las producciones en el continente son bajas debido a que las 
variedades locales con excelentes características cualitativas para los consumidores, son 
susceptibles a plagas y enfermedades.  La enfermedad del mosaico africano de la yuca 
(CMD, Cassava Mosaic Disease) es endémica y de gran impacto en el continente, 
ocasionando pérdidas de hasta el 90%.  A pesar de los esfuerzos por introducir variedades 
resistentes a la enfermedad, la adopción de estos materiales  ha sido lenta, con unas pocas 
excepciones donde hay oportunidades de mercado para el producto transformado, como 
ha ocurrido Nigeria. 
 
En Tanzania se ha implementado un esquema de mejoramiento con la contribución de los 
agricultores y el uso de herramientas biotecnológicas disponibles como Selección 
Asistida por Marcadores (MAS). La tecnología de MAS para CMD ha incluido estudios 
genéticos de la resistencia a CMD, seguido por la localización de genes de resistencia y el 
desarrollo de marcadores asociados al gen CMD2.  Con el uso de esta herramienta 
(MAS) se espera acelerar el proceso de desarrollo de variedades y la eficiencia en la 
selección para cumplir el objetivo de brindarle a los agricultores variedades con buenas 
características culinarias, alto rendimiento y resistencia a CMD. 
 
Éste trabajo muestra una opción metodológica-práctica en la implementación de MAS 
para CMD en dos etapas claves dentro de un esquema general entre programas de 
Mejoramiento de Tanzania (ARI Mikocheni) y Colombia (CIAT), el cual ha combinado 
Genética molecular y Mejoramiento. En la primera etapa, MAS se implemento en la 
selección de 526 genotipos resistentes a CMD resultado de cruzamientos entre materiales 
elite de América latina y genotipos resistentes a CMD en CIAT. Estos genotipos se 
introdujeron en Tanzania para ser evaluados por mejoradores y agricultores; así se 
seleccionaron 44 genotipos para hacer cruzamientos con 35 variedades locales altamente 
valoradas (por sus características agronómicas y culinarias), generando 300 familias por 
polinización controlada y abierta.  
 
 En la segunda etapa  se empleo MAS en 3 pasos usando cuatro marcadores moleculares 
asociados al gen CMD2 (RME1, RME4, NS158 y NS169) para la selección de genotipos 
resistentes sobre las familias generadas.  Primero los parentales de las familias fueron 
valorados como R (resistentes a CMD) o S (susceptibles a CMD). En segundo lugar, de 
acuerdo al polimorfismo entre los parentales (genotipos “introducidos” desde CIAT 
valorados R llevando el gen CMD2 y genotipos “variedades locales” evaluados como S) 
se seleccionaron las familias para implementar MAS. Por último, cerca de 1500 
individuos de 68 familias de cruzamientos controlados y 71 de polinización abierta 
fueron evaluadas con MAS. 
 
En las familias de cruzamientos controlados entre el 69.8% y el 89.5% de los individuos 
fueron resistentes basados en 2 marcadores que flanquean el gen CMD, y en familias de 
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polinización abierta entre el 69.1% y el 83.8%   La evaluación usando MAS indico que 
un 80% de todos los individuos fueron resistentes, esto coincidió con los resultados de la 
evaluación fenotípica (basada en el segundo ciclo).  Los resultados sugieren que la 
heredabilidad de la resistencia a CMD en la estación de Chambezi, Tanzania, donde se 
hizo el fenotipificado, estuvo alrededor de 0.8 
 
En Chambezi hay una alta presión natural de CMD por lo tanto los escapes pueden 
considerarse bajos, MAS incremento todavía la eficiencia en la selección en un 20% en 
comparación con solo el uso de selección fenotípica. Una coincidencia de 90% entre los 
resultados de MAS y el segundo año de evaluación fenotípica, sugiere por un lado, que el 
proceso de colecta, recogida de muestras y envío a CIAT para el genotipificado, y por 
otro lado, la cosecha, selección, y vuelta a sembrar en campo para el siguiente ciclo se 
llevo a cabo con muy bajas tasas de error experimental. 
. 
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ABSTRACT 
 
Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the main sources of food supply in Africa. 
Although it is considered one of the staple crops in the continent, the yield is low because 
the local varieties with excellent qualitative attributes are susceptible to pest and diseases.  
Cassava Mosaic Disease (CMD) is endemic and it has a huge impact in the continent, 
causing up to 90% of lost in the yield of the crop.  The adoption of improved varieties has 
been low in Africa, with few exceptions where there are market opportunities for the 
processed product, such as the case of Nigeria.  Tanzania has implemented a breeding 
scheme with contribution of the farmers and the use of biotechnological tools available as 
Marker Assisted Selection (MAS). This technology for CMD has included genetics 
studies of resistance to CMD, followed by the location of resistance genes and the 
development of molecular markers associated with the gene  CMD2.  With the use of 
MAS, it is expected to speed up the process to develop new varieties and the efficiency in 
the selection. It will help to fulfill the final goal of providing the farmers with varieties 
combining good culinary attributes, high yield and resistance to CMD.  
 
This work shows a methodological-practical option to implement "MAS" for CMD in 
two main stages within a general scheme of a breeding program of Tanzania 
(Agricultural Research Institute ARI-Mikocheni) y Colombia (Cassava Genetics 
program, International Center for Tropical Agriculture - CIAT). It has combined 
Molecular Genetics and Plant Breeding.  
 
In the first stage MAS was used for the selection of 526 genotypes with resistance to 
CMD; they were the result of crosses between Elite Latin American varieties and 
materials with resistance to CMD from CIAT.   Those genotypes were introduced in 
Tanzania to be evaluated by breeders and farmers.  44 were selected to make new crosses 
with 35 Tanzanian Local varieties, highly appreciated by the local farmers for their 
culinary and agronomical characteristics and 300 families were generated from open and 
controlled crosses.  
 
In the second stage, MAS was implemented in three steps using four molecular markers 
linked to the gene CMD2 (RME1, RME4, NS158 y NS169) for the selection of resistant 
genotypes from the generated 300 families.  In the first step the parents of each family 
were evaluated as R (Resistant to CMD) or S (Susceptible to CMD).  In the second step, 
the families subjected to MAS were selected according to the polymorphism between the 
parents (parent introduced in Tanzania, evaluated as R and Local parent, evaluated as 
susceptible).  In the last step, around 1500 individuals from 68 controlled crosses and 71 
from open crosses were subjected to MAS.  
 
In families from controlled and open crosses, between 69.8% - 89.5% and 69.1% - 83.8% 
of the individuals were resistant to CMD respectively, based on the molecular evaluation 
with 2 markers flanking the gene CMD2. The evaluation using MAS indicated that 80% 
of all the individuals were resistant to CMD; this is consistent with the results from 
phenotypic evaluation (based on a second cycle). These results suggest that broad sense 
13 
 
heritability for CMD resistance at the Chambezi station (Tanzania), where phenotyping 
was done, was about 0.8. 
 
In Chambezi there is a very high natural pressure of CMD, therefore escapes can be 
considered low.  MAS increased even more the efficiency in selection by 20%, compared 
to the results just using phenotypic information in the selection. A 90% of coincidence 
between the results of MAS and the second year of phenotypic evaluation suggests that: 
1) the process of sample collection, shipment to CIAT – Colombia for genotyping, and on 
the one hand, 2) harvesting, selection, and re-planting of the families in the second cycle, 
were conducted with very low rates of experimental error. 
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1 INTRODUCCION 
 
 
 
La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una de las especies de mayor importancia en 
regiones tropicales y subtropicales pobres. Es la primera fuente de carbohidratos y sus 
características fisiológicas la hacen adaptable a diferentes condiciones como sequía y 
baja fertilidad de los suelos. La planta presenta alta competitividad, rusticidad y bajos 
requerimientos; lo que lleva a una alta eficiencia en producción. Lo anterior hace de la 
yuca una buena opción para pequeños agricultores de zonas marginales, y para la 
industria donde ofrece características altamente explotables, brindando materias primas 
para harinas, dietas animales, productos comestibles y recientemente empieza a ser una 
fuente renovable de materia prima para bio - combustibles. 
 
El cultivo de yuca se basa en la multiplicación vegetativa mediante “estacas” o tallos, 
esto se traduce en un cultivo clonal lo que puede representar una desventaja frente a 
enfermedades pues la presencia de un patógeno o plaga puede ser devastadora en zonas 
donde el cultivo es extensivo y donde las condiciones socioeconómicas de los 
agricultores no permiten medidas de prevención y control eficientes. En África 
Subsahárica los promedios de producción son 10ton/ha con valores de 8 ton/ha en países 
como Tanzania (el cuarto productor de yuca en el continente), y valores de 14 ton/ha en 
Nigeria (el mayor productor). Estos bajos promedios son causados por muchos factores 
donde se destaca la susceptibilidad de las variedades tradicionales a plagas y 
enfermedades donde se destacan  el acaro verde CGM (Cassava Green Mite), Bacteriosis 
CBB (Cassava Bacterial Blight), nemátodos, virus de la pudrición de la yuca CBSD 
(Cassava Brown Steak Disease) y  el virus del mosaico africano de la yuca CMD 
(Cassava Mosaic Disease). Este último uno de los principales y más generalizados 
problemas en África  (Okogbenin, E. et al 2007). 
 
CMD es una enfermedad viral que ocasiona pérdidas hasta del 100% en la producción de 
las raíces (Jennings 1994; Tresh et al 1994a). Es causada por al menos cuatro geminivirus 
del género Begomovirus (Familia Geminiviridae) y es transmitido por la mosca blanca 
Bemisia tabaci (Gennadius) que se encuentra ampliamente distribuida en África tropical 
e India. Hasta el momento la enfermedad no ha sido reportada en Latinoamérica de donde 
el género Manihot es originario, pero constituye una amenaza potencial pues en este 
continente se ha encontrado recientemente un nuevo biotipo de B. tabaci llamado 
“Biotipo B”, (también referido como Bemisia argentifolii) el cual tiene un amplio rango 
de hospederos entre ellos la yuca (Polston & Anderson 1997) con el agravante de que la 
mayoría del germoplasma de esta región es altamente susceptible a CMD (Okogbenin et 
al 1998). 
 
Desde 1930 se han desarrollado investigaciones preliminares sobre CMD en diferentes 
países de África, buscando el control de la enfermedad con medidas fitosanitarias 
(erradicación, semilla libre del patógeno, practicas agronómicas etc.…) sin embargo la 
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adopción de estas medidas no es eficiente dadas las condiciones socioeconómicas y 
culturales de los agricultores. El desarrollo y adopción de variedades resistentes a la 
enfermedad constituye el método ideal para combatir la enfermedad (Thresh et al 1994a). 
En este sentido, se conocen fuentes de resistencia naturales a la enfermedad provenientes 
de un cruzamiento ínter-específico entre Manihot esculenta y Manihot glaziovii (Nichols 
1947; Doughty 1958). Además se han encontrado altos niveles de resistencia en 
variedades nigerianas tradicionales de yuca (IITA 1990). A partir de estas fuentes de 
resistencia se han realizado estudios genéticos confirmando la naturaleza poligénica de la 
primera fuente de resistencia M. glaziovii, designándose a este gen como CMD1 (Fregene 
2000). Con la segunda fuente, se conoce la presencia de un control del principal gen 
dominante, el cual fue designado CMD2 (Akano et al 2002).  
 
 
En la década de los 90, el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) inicio el 
desarrollo de una serie de herramientas genómicas para yuca, donde se destaca: el mapa 
genético basado en RFLPs (Fregene et al 1997) y una segunda se versión de dicho mapa 
basado en marcadores microsatélites (SSR) (Mba et al 2001), lo que representan una 
valiosa herramienta para diferentes estudios genéticos como diversidad, mapeo de QTLs 
etc. 
Fregene y otros (Zárate 2002; García 2002; Cano 2004) han venido desarrollando 
investigaciones encaminadas a incrementar la saturación del mapa genético, buscando a 
su vez marcadores moleculares y/o de regiones del genoma asociadas a diferentes 
características agronómicas, en un intento agresivo por implementar los estudios 
genéticos al mejoramiento. Como resultados de estos trabajos, para la característica 
“resistencia a CMD”, se han encontrado 2 marcadores microsatélites (SSRY28 y NS158) 
ligados al gen CMD2 (Akano et al 2002; Zárate 2002). Para esta característica en 
particular, se han realizado amplios trabajos de mapeo fino que han llevado al identificar 
nuevos marcadores como el RME1 y a definir de forma más precisa la ubicación de los 
marcadores respecto al gen CMD2 (Figura 1) (MORENO 2005) El gen y los marcadores 
asociados constituyen herramientas muy valiosas para el mejoramiento de la resistencia a 
CMD mediante la selección de resistencia con un marcador molecular (Selección 
Asistida por Marcadores, de la sigla en inglés “MAS” Marker Assisted Selection), lo que 
puede acelerar el mejoramiento convencional, aumentando la eficiencia de la selección. 
(Fregene et al 2002). 
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Rec Dist Marker
Frac. cM Id Name
(5) RME-2
(10.2 %) 10.4
(4) RME-1( 4.5 %) 4.5 (1) CMD2
( 7.1 %) 7.1
(2) NS158
( 5.9 %) 5.9
(3) SSRY28
 
Figura I. Mapa de ligamiento de la región CMD2. Las distancias genéticas calculadas en 
cM= centiMorgans, fracciones de recombinación en %. (Moreno 2005) 
 
En yuca, debido a las dificultades inherentes a la biología, ciclo reproductivo (especie 
alógama, perenne) y constitución genética de la especie (altamente heterocigoto, 
alotetraploide) los esquemas de mejoramiento requieren de grandes poblaciones 
segregantes y mucho tiempo, hasta 8 años por ciclo de selección, siendo un proceso 
dispendioso y lento en la entrega de productos finales a los agricultores. Esto es lo que 
ocurre cuando se requiere combinar la resistencia a CMD con buenas características 
agronómicas y además suplir los requerimientos cualitativos de los agricultores. MAS 
ofrece la oportunidad de reducir los tamaños de las poblaciones y acortar, eventualmente, 
los tiempos en el esquema de mejoramiento, aumentando la eficiencia en el proceso. 
 
CIAT ha iniciado la implementación de selección asistida en un esquema de 
mejoramiento que busca generar genotipos resistentes a la enfermedad como medida 
preventiva ante una inminente llegada del virus en América, y que busca brindar un 
nuevo grupo de genotipos resistentes con buenas características agronómicas para 
combinar con las variedades tradicionales en países africanos como Tanzania, en trabajos 
colaborativos que están en marcha como un proyecto auspiciado por la fundación 
Rokefeller entre CIAT y el  centro nacional investigación agrícola de Tanzania ARI-
Mikocheni ( Agricultural Research Institute) 
 
MAS es un uso prometedor de la tecnología de Marcadores moleculares en el 
mejoramiento. Sin embargo su uso exitoso depende de muchos factores entre los que se 
pueden destacar: la especie bajo estudio, el carácter a seleccionar, su genética, el tipo 
demarcador y principalmente depende de cómo se ha integrado MAS al esquema de 
mejoramiento. 
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2 OBJETIVOS  
 
2.1 Objetivo General 
 
Implementar el uso de selección asistida con marcadores (MAS) para resistencia al virus 
del mosaico africano de la yuca (CMD), integrada a un programa de mejoramiento 
convencional en Tanzania para reducir el tamaño de las poblaciones y el tiempo de 
selección aumentando la eficiencia del proceso. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
• Conocer el esquema y los objetivos del proceso de mejoramiento en yuca para la 
característica de resistencia a CMD en Tanzania y Colombia, e incorporar el uso de 
MAS.  
• Definir un método eficiente para la identificación de los genotipos en las 
poblaciones de mejoramiento sembradas en campos de observación en Tanzania para 
tener un manejo apropiado de las muestras en el laboratorio. 
• Definir un esquema para implementar MAS en yuca, estandarizando 
procedimientos en campo y laboratorio que permitan un manejo eficiente de gran número 
de individuos. 
• Evaluar fenotípicamente la presencia o ausencia de CMD en 307 familias 
provenientes de cruzamientos controlados y abiertos entre materiales CIAT resistentes a 
CMD introducidos a Tanzania y variedades locales de Tanzania con alta aceptación entre 
los agricultores. 
• Identificar los cruzamientos sobre los que se pueda hacer uso de MAS para CMD 
basados en el polimorfismo entre los parentales con cada uno de los marcadores 
disponibles (RME1, NS158 y SSRY28). 
• Implementar MAS para CMD con los marcadores RME1, NS158 y SSRY28 en 
los individuos de los cruzamientos seleccionados.  
• Aportar información valiosa a los mejoradores respecto a la resistencia genotípica 
de individuos en campo, que se pueda integrar al esquema de mejoramiento. 
• De forma comparativa, definir las ventajas y/o desventajas de MAS en este 
esquema de mejoramiento y su posible aplicabilidad al mejoramiento de otras 
características donde la tecnología de MAS esté disponible o en procesos avanzados. 
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3 MARCO TEORICO 
 
3.1 Historia Distribución e Importancia Económica de la Yuca en el Mundo 
 
3.1.1 Generalidades de la Yuca. 
 
La yuca pertenece a la familia Euphorbiacea y al género Manihot, que cuenta con más de 
90 especies, siendo la de importancia económica Manihot esculenta Crantz. También 
conocida como Mandioca, Cassava, Tapioca, Manioca, árbol de la papa dulce o planta 
tapioca. 
La yuca es nativa de América tropical (Suramérica, Brasil) (Olsen y Schaal, 2001), y fue 
introducida al África por los portugueses en el Siglo XVI (Cock, 1985). Actualmente esta 
difundida en zonas tropicales de cerca de 90 países de América, Asia y África. En las 
raíces se encuentra la mayor fuente de calorías y son la principal parte comestible de esta 
planta conteniendo 92.5% de carbohidratos y 3.2% de proteínas. Su follaje se aprovecha 
para alimentación animal en algunas zonas y en África, se utiliza como verdura para 
consumo humano. Es cultivada ampliamente en regiones tropicales (25° norte/sur de la 
línea del Ecuador) y en Colombia crece desde el nivel del mar hasta los 2000 msnm, 
según el Boletín CCI de Octubre–Diciembre.1999. 
 
 
3.1.2 Descripción Botánica. 
 
La Yuca es un arbusto que alcanza una altura de 1.3-5 metros. Tiene una raíz tuberosa, 
elongada y carnosa que varía considerablemente en cuanto a número, tamaño y forma: 
normalmente se producen 5-10 tubérculos por planta, el tamaño varía entre 15-100 cm de 
longitud y 3-15 cm de diámetro. Las hojas presentan un arreglo en espiral, son palmeadas 
(frecuentemente seccionadas) y el número y tamaño de lóbulos es variable, 3-9 lóbulos 
por hoja aunque generalmente son 5-7, miden entre 7.5-15 cm de largo y la punta de la 
hoja es acuminada; las estípulas y láminas presentan color variable desde verde hasta rojo 
oscuro; los pecíolos miden entre 5-30 cm de longitud. El tallo tiene coloración entre gris 
y café oscuro, con altura y ramificaciones variables, algunas variedades son altas y poco 
ramificadas otras son enanas y frondosas. Los frutos son cápsulas de 1-5 cm de largo, con 
6 compartimentos y 3 semillas; la cápsula se abre 3-5 meses después de la polinización. 
Las semillas son elípticas, color gris o moteado y tienen 12mm de longitud (Duke, 1983). 
 
 
3.1.3 Germoplasma 
 
En el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) existe una colección de 6.596 
accesiones recolectadas en todo el mundo. De estas, 93% son variedades tradicionales 
(cultivares seleccionados localmente), recogidas de las regiones tropicales y subtropicales 
del mundo, pero en particular los neotrópicos. La mayoría son los cultivares tradicionales 
representan siglos de selección agrícola, así como el cultivo de en diferentes hábitats 
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(Bellotti y Arias, 2001). El restante 7% de la CIAT colección comprende híbridos de 
cruzamientos específicos. 
 
En Colombia, las variedades más conocidas incluyen ICA P-12, ICA-24-3, CMC-40, 
CMC-76, CM-507-37, Venezolana, ICA Negrita, Chiroza e ICA Catumare, entre otras. 
El tipo de variedad determina el uso final de la yuca; si es para consumo humano en 
fresco, se usa una variedad dulce con bajo contenido de cianuro, en tanto que si es para 
uso industrial se pueden usar variedades amargas. (Duke, 1983) 
  
Para África, donde la diversidad genética es considerable y para las zonas productoras del 
mudo con menos diversidad; se puede incrementar la base genética con el uso de la 
amplia base de germoplasma de América Latina, de manera que estos recursos genéticos 
pueden ser explotados plenamente en los programas de mejoramiento.  
 
 
3.1.4 Distribución 
 
La yuca, siendo un cultivo de subsistencia, se cultiva en más de 90 países, de los cuales, 
los principales productores son Brasil, Indonesia, Zaire, Nigeria, Tailandia e India (Best, 
1996). Países como México, Colombia, Jamaica, Ghana, Madagascar, Tailandia, Islas 
Filipinas, Paraguay, Fiji, y Sri Lanka, desarrollan programas extensivos enfocados en el 
aumento de la producción (Boletín CCI, 1999), buscando suplir no sólo las necesidades 
alimenticias sino, además fomentando el empleo en las zonas rurales. 
Se conocen 2 centros de expectación de la yuca, uno en América Central desde el sur de 
México hasta Guatemala y otro en el borde sur de la cuenca amazónica, donde la yuca 
más cultivada es de tipo dulce (Duke, 1983). 
 
3.1.5 Ecología 
 
La yuca crece bien en todas las áreas tropicales y subtropicales bien drenadas, en un 
clima cálido y húmedo. Requiere un período de lluvias bien espaciado para el crecimiento 
óptimo del cultivo. No tolera heladas, encharcamientos en el suelo ni condiciones salinas, 
usualmente no crece a mas de 1800m de altitud. Crece mejor en suelos arenoso-
arcillosos, bien drenados, neutrales-alcalinos y bastante permeables. Se ha reportado que 
la yuca tolera precipitaciones anuales de 6.4 a 40.3 mm, temperatura anual de 14.7 a 
27.8°C, pH de 4.5 a 8.7 y una humedad relativa alta puede estimular el crecimiento 
aunque el contenido de agua en el suelo sea relativamente bajo (Duke, 1983).  
 
3.1.6 Propagación y Cosecha 
 
Para propósitos agrícolas, la yuca es propagada vegetativamente a partir de estacas. Se 
usa semillas sexuales únicamente cuando el objetivo es la selección genotípica. 
 
Las estacas deben ser sembradas de forma vertical, horizontal o inclinada en hoyos de 15-
20 cm de profundidad y deben ser cubiertas con 8-10cm de suelo. Las estacas se 
siembran horizontalmente en climas secos, mientras que en climas húmedos se siembran 
verticales o inclinadas.  
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La yuca es cosechada en 10-14 meses, dependiendo del cultivar, las prácticas culturales y 
el propósito del cultivo. Cuando el propósito es alimenticio la cosecha puede comenzar a 
los 8-10 meses, cuando los tubérculos aún son tiernos. El cultivo alcanza su máxima 
producción al completar el segundo ciclo vegetativo, después de 18-24 meses, período en 
el cual la producción se dobla. Al finalizar la cosecha, los tallos son almacenados en un 
lugar seco hasta la siguiente siembra. (Duke, 1983) 
 
3.1.7 Importancia del Cultivo 
 
La yuca (Manihot esculenta Crantz) es la principal fuente de carbohidratos en el África 
Subsahariana y el cuarto cultivo tropical más importante del mundo. Es la cuarta fuente 
de calorías en las zonas tropicales después del arroz, el azúcar y el maíz, pues contiene 
hasta el 35% de su volumen en carbohidratos y hasta 1,5% en proteínas siendo el 
principal alimento para millones de personas en África tropical (El-Sharkawy et al., 
1990).  
 
El cultivo tiene la capacidad de tolerar la sequía y los suelos degradados, con lo que ha 
asegurado su importancia económica cada vez más en todo el mundo (FAO, 2000). 
Además se adapta a diferentes condiciones agro ecológicas, climáticas y su cultivo 
requiere de de poca tecnología (FAOSTAT 2005)  
 
Investigaciones realizadas por el Centro Internacional de Agricultura Tropical –CIAT- 
corroboran la importancia de la yuca como cultivo de amortiguación de la pobreza rural, 
dada su fuerte capacidad de adaptación a condiciones extremas, lo que hace de este 
cultivo uno de los más rentables frente a otros cultivos alternativos,. Esto, sumado a su 
bajo costo de producción, poca mano de obra requerida, alta estabilidad de sus 
rendimientos y al largo período de cosecha hace que la yuca tenga gran acogida entre los 
consumidores rurales y urbanos de bajos ingresos, colocándolo como uno de los 
principales cultivos de subsistencia Por estas razones, se ha considerado como un 
producto prioritario en la seguridad alimentaria mundial según el Boletín CCI de 
Octubre–Diciembre, 1999. 
 
Aparte de la alimentación humana, la yuca también tiene importancia en la producción de 
alimentos para ganado vacuno y porcino, donde se usan hojas (con altos % de proteína y 
minerales) y raíces (almidón) (GIL et al 2002) (Ceballos et al 2006). También ofrece 
materia prima para la industria de papel, cartón, textil, cola y producción de alcohol; 
siendo muy prometedor su uso en la producción de bio-combustibles por ser una materia 
prima barata y renovable (FAOSTAT 2005) 
 
3.2 Enfermedad del Mosaico de la Yuca (CMD). 
3.2.1 Generalidades. 
 
El agente causal de la enfermedad del mosaico africano de la yuca es considerado nativo 
de África, posiblemente, proviene de otro hospedero desconocido y después de la 
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introducción de la yuca desde Sur América por los conquistadores en el siglo XVI, la 
adopto como un nuevo hospedero. 
 
La enfermedad fue descrita por primera vez por Warburg en África oriental en 1894 
(Storey & Nichols 1938 citados por Moreno 2005). Por muchos años se asumió su 
etiología viral ya que era transmitido por la mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) en 
ausencia de otro patógeno visible, pero ningún virus fue detectado o transmitido desde 
plantas infectadas hasta 1975, cuando inoculaciones de savia procedente de yuca con 
síntomas de mosaico a hospederos herbáceos (Nicotiana clivelandii) fueron exitosas 
(Bock 1975). Sin embargo hubo incertidumbre con los geminivirus aislados y 
caracterizados, ya que no pudieron ser retornados a yuca y no fueron encontrados en 
todas las plantas con síntomas de mosaico, por lo tanto fueron referidos como virus 
latentes. Sólo hasta que se demostró que inoculaciones virales preparadas a partir de 
plantas herbáceas (Nicotiana spp) causaban CMD cuando se transmitían mecánicamente 
a clones de yuca susceptibles a la enfermedad, el virus tomó el nombre de Virus del 
Mosaico Africano de la Yuca, de la sigla en inglés “ACMV” (African Cassava Mosaic 
Virus) (Bock & Wood 1983). 
 
3.2.2 Agente Etiológico. 
 
Partículas esféricas pequeñas, muchas de ellas en pares fueron reportadas para el virus 
veteado del maíz de la sigla en inglés “MSV” (Mosaic Streak Virus), Virus del mosaico 
dorado del fríjol (BGMV), y el virus del mosaico africano de la yuca (ACMV); Estos 
virus fueron inicialmente denominados Geminivirus por Harrison et al (1977). Los 
diferentes aislados del virus del mosaico africano de la yuca (ACMV) fueron inicialmente 
referidos como cepas, distinguiéndose tres diferentes grupos que fueron posteriormente 
considerados como especies separadas dentro del Genero Begomovirus (de las iniciales 
en Inglés del Virus del mosaico dorado del frijol “ bean golden mosaic virus”); familia 
Geminiviridae (Hong et al 1993), los cuales son: virus del mosaico africano de la yuca 
(ACMV), virus del mosaico del oriente de África de la sigla en inglés “EACMV” (East 
African Cassava Mosaic Virus) limitados al continente Africano y virus del mosaico de la 
india (de la sigla en inglés “ICMV” Indian Cassava Mosaic Virus) en la India. Un cuarto 
virus ha sido reportado recientemente en Sudáfrica referido como virus del mosaico 
sudafricano de la yuca (de la sigla en inglés “SACMV” South African Cassava Mosaic 
Virus) (Berrie et al 1998) y algunos híbridos recombinantes han sido identificados en 
Uganda y Camerún, presentando combinaciones del genoma entre ACMV y EACMV 
(Deng et al 1997; Zhou et al 1997).  
 
Las partículas virales bisegmentadas miden aproximadamente 30 x 20 nm y consisten de 
una cubierta proteica conformada por moléculas de aproximadamente 30 Kda dentro de 
la cual está empaquetada una molécula circular de ADN de cadena simple (Harrison et al 
1977; Sequeira & Harrison 1982). El genoma viral consiste de dos moléculas de ADN 
similares en tamaño pero con diferente secuencia de nucleótidos conocidas como: ADN-
A (ADN-1) con 2,779 pb y ADN-B (ADN-2) con 2,724 pb; los cuales contienen seis 
marcos abiertos de lectura (ORF “open reading frames”) que codifican para cuatro 
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proteínas en el genoma ADN-A relacionadas con estructura y replicación, y dos proteínas 
en el genoma ADN-B que intervienen en el movimiento viral dentro de la planta (Stanley 
& Gray 1983). Además presentan una región conservada no codificante (CR) de 
aproximadamente 200 pb con una homología entre las secuencias de los componentes A 
y B del 90-100%, la cual posee zonas con alta tendencia a la formación de horquillas “ 
loops”, que podrían estar involucrados en procesos de replicación y transcripción. 
Evidencia concluyente sobre el genoma bipartita de ACMV fue obtenida cuando cada 
secuencia de ADN por separado fue clonada en el fago M13 e inoculada en plantas 
susceptibles a la enfermedad produciendo por separado resultados negativos de 
infectividad, pero al mezclar las dos secuencias se obtuvo síntomas de la enfermedad ( 
Harrison 1985). 
 
Las partículas de ACMV se acumulan predominantemente en el núcleo de las células del 
floema, en donde inician su proceso de replicación tomando control de los factores de 
replicación de la célula vegetal, lo cual se piensa que está relacionado con la inducción de 
la célula a la fase S del ciclo mitótico (Gutiérrez 2000). El primer paso en la replicación 
del ADN viral es la formación de la cadena de ADN complementario (cadena doble) con 
ayuda de factores celulares, la cual actúa como molde para la transcripción y expresión 
de genes virales que toman parte en la síntesis de nuevas moléculas virales de cadena 
sencilla por un mecanismo que puede ser de circulo rodante o bi-direccional (Harrison 
1985). Las nuevas moléculas virales pueden recircular como moldes en el proceso de 
replicación o pueden ser empaquetadas y transportadas a células vecinas en el proceso de 
propagación de la enfermedad. 
 
3.2.3 Transmisión. 
 
El virus responsable de CMD fue uno de los primeros patógenos en ser transmitido 
experimentalmente por mosca blanca al concluir a través de estudios iniciados desde 
1920, que se transmitía naturalmente y que solamente insectos dependientes de savia en 
yuca podrían ser sus vectores. El ACMV es transmitido persistentemente por la mosca 
blanca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Homóptera: Aleyrodidae) y a través de la 
propagación vegetativa con estacas infectadas (Bock & Woods 1983). En su transmisión 
natural presenta un tiempo mínimo de adquisición de 3h (5h), acceso de inoculación de 
10 minutos y período latente para transmisión exitosa de 3-4 horas (6h). El virus es 
retenido por los estados adultos por lo menos durante 9 días. Persiste durante las mudas 
pero no presenta transmisión transovárica (Dubern 1994). Las ninfas pueden transmitirlo 
pero no son de importancia epidemiológica por su inmovilidad.  
 
3.2.4 Síntomas. 
 
CMD produce síntomas característicos como clorosis de la lámina foliar con o sin 
reducción en el área de la hoja, que pueden ser reconocidos fácilmente. Los síntomas son 
variables en cuanto a forma y severidad y se agrupan en dos clases principales: el “ 
mosaico verde” y el “ mosaico amarillo”. Las hojas afectadas por el mosaico verde 
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presentan regiones contrastantes entre verde normal y verde claro; Estos síntomas solo se 
pueden apreciar con un examen minucioso y no se encuentran asociados con una obvia 
disminución del área y número de hojas, del tamaño de la planta o la producción. Las 
hojas afectadas por el mosaico amarillo presentan zonas contrastantes entre verde normal 
y amarillo. Las zonas cloróticas pueden expandirse en menor proporción en la lamina de 
la hoja produciendo distorsión y ruptura de los tejidos. La clorosis severa está asociada 
con prematura abscisión de las hojas, curvatura característica en forma de S del pecíolo y 
obvia disminución en crecimiento y producción (Calvert & Tresh 2001)  
 
Existen grandes diferencias en cuanto a la característica y severidad de los síntomas 
causados por CMD en las variedades de yuca. Las variedades resistentes no presentan 
síntomas o presentan síntomas muy leves y durante los estados tardíos de crecimiento 
pueden volverse asintomáticas. La expresión de síntomas esta también influenciada por 
los factores ambientales como la sequía, las hojas producidas en épocas calurosas se 
encuentran menos afectadas que las producidas en otras estaciones. Además cepas 
virulentas causan síntomas más severos que las avirulentas y se ha observado que 
infecciones mixtas (producidas por diferentes cepas de virus) producen síntomas más 
severos que infecciones individuales (Harrison et al 1997; Fondong et al 2000). 
Recientemente se ha reportado que efectos de recombinación entre los virus producen 
nuevas cepas más virulentas con efectos devastadores (Pita et al 2001).  
 
 
3.2.5 Incidencia  y Distribución. 
 
CMD ocurre en el sur de la India, en todas las regiones de África donde se cultiva la yuca 
y en islas adyacentes incluyendo Cabo verde, Zanzíbar, Seychelles, Mauricio y 
Madagascar. En la mayoría de estos países es considerada la más importante enfermedad 
que afecta este cultivo (Geddes 1990). Grandes diferencias sobre la prevalencia de la 
enfermedad dentro y entre diversas regiones han permitido identificar tres situaciones 
específicas como: epidemia, endemia y zonas benignas (Tresh et al 1997). La Epidemia 
es caracterizada por una rápida propagación natural de la enfermedad a través de su 
vector, la mosca blanca, con síntomas muy severos. Medidas de control como desarrollo 
y utilización de variedades resistentes a CMD deben ser utilizadas para restaurar la 
producción. En áreas endémicas existe una alta incidencia a CMD pero los síntomas no 
son severos, lo que hace estable esta situación. En estas zonas hay un considerable uso de 
estacas infectadas para propagación y como las pérdidas pueden ser cuantificadas, la 
producción es considerada aceptable. Las medidas de control fitosanitarias no son 
implementadas pero podrían proporcionar beneficios adicionales. En las áreas benignas la 
incidencia de CMD es generalmente baja y rara vez excede el 20%, la propagación 
principalmente es debida al uso de material infectado para siembra y la propagación 
natural es baja. Algunos investigadores (Otim-Nape et al 2000) han observado en que 
pocos años, una zona puede pasar rápidamente de presentar una incidencia benigna a 
epidémicas y posteriormente llegar a ser una zona endémica como resultado del 
equilibrio evolutivo entre el hospedero y el patógeno. 
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Comparaciones de los resultados de producción han sido utilizadas para estimar las 
pérdidas ocasionadas por CMD en todas las localidades, regiones o países del África. Sin 
embargo estimados definitivos solo se pueden obtener al combinar información detallada 
sobre la incidencia y severidad de la enfermedad en diferentes áreas con la prevalencia, 
productividad, sensibilidad a la infección de las más importantes variedades cultivadas. 
Con estas consideraciones Tresh et al (1997) estimo que la pérdida total en África oscila 
entre 12-23 millones de toneladas, asumiendo una incidencia total de la enfermedad del 
50-60% y una pérdida del 30-40% en la producción de plantas infectadas. 
 
3.2.6 Medidas de Control 
  
El conjunto de estrategias desarrolladas con el fin de disminuir las pérdidas ocasionadas 
por CMD en la producción de la yuca, se pueden clasificar en:  
 
• Prácticas de cultivo: Cambio en la fecha de siembra, para evitar la exposición de 
plantas jóvenes vulnerables en épocas de alta incidencia del vector (Adipala et al 1998); 
siembra en largos y compactos bloques alejados de fuentes de infección con el fin de 
evitar el efecto de borde (Tresh & Otim- Nape 1994); siembra asociativa entre variedades 
(susceptibles y resistentes), son algunas de las prácticas cuyos beneficios solo han sido 
observados a niveles experimentales ya que se necesitan estudios adicionales para diseñar 
cambios en las prácticas tradicionales de cultivo además de la aceptación y adopción por 
los agricultores.  
• Medidas Fitosanitarias: El uso de estacas libres de virus es una estrategia básica 
en el control de las enfermedades virales (Tresh & Otim- Nape 1994), en yuca los 
beneficios son altamente considerables ya que las plantas provenientes de estacas 
infectadas sufren fuerte daños y además se ha observado que la mosca blanca se 
reproduce más rápidamente en plantas provenientes de estacas infectadas que en plantas 
sanas (Colvin et al 1999). A pesar de los poderosos argumentos a favor de esta medida de 
control, su implementación en las zonas rurales es difícil porque los pequeños 
cultivadores no tiene acceso a las estacas libres de virus y continúan cultivando las que 
ellos obtienen.  
• Variedades resistentes: A pesar de que se han identificado variedades resistentes 
a CMD estas pueden no satisfacer todos los requerimientos de los cultivadores y 
consumidores, lo que ha limitado su adopción. Estas variedades constituyen una 
promisoria fuente de estudio, en la búsqueda de soluciones para los efectos devastadores 
de esta enfermedad. (Okogbenin 2007) 
 
 
3.2.7 Evaluación Para Resistencia A CMD 
  
La evaluación para resistencia a CMD se basa en la expresión fenotípica de los síntomas 
en campo, bajo condiciones de alta presión a la enfermedad. Se considera que esta 
evaluación es más efectiva en áreas con una caída de lluvia anual de 1000-1500mm, con 
elevaciones menores a 500m, con un promedio de temperatura entre 20-25°C y en suelos 
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ácidos (pH 4-6). IITA está localizado en una región que cumple con las condiciones 
citadas, estas evaluaciones son realizadas durante la primera estación de lluvias (Abril-
julio), cuando las condiciones ambientales son más favorables para el vector en términos 
del crecimiento y actividad de la población, y para la enfermedad en términos de la 
infección y el desarrollo de síntomas (Hahn et al 1980). 
 
Para realizar evaluaciones experimentales de la repuesta a CMD se utiliza un sistema 
simple de puntaje basado en la severidad de los síntomas expresados. Escalas de 0-4 ó de 
1-5 son las más utilizadas para cuantificar diferencias entre variedades o genotipos, así: 
(Calvert & Tresh 2001) . 
 
 
1- Ausencia de síntomas.  
 
2- Moderado patrón clorótico sobre toda la hoja o moderada distorsión en la base de la 
hoja, con la parte restante de la hoja apareciendo verde y saludable.  
 
3- Moderado patrón de mosaico a través de la hoja, estrechamiento y distorsión de menos 
de la tercera parte de la hoja.  
 
4- Severos síntomas de mosaico, distorsión de las dos terceras partes de la hoja y 
reducción general de su tamaño.  
 
5- Síntomas severos de mosaico con distorsión completa de la hoja y marcada reducción 
en el crecimiento de la planta.  
 
3.2.8 Mecanismos De Resistencia 
 
Russel (1978) propuso seis tipos de mecanismos de resistencia a las enfermedades 
virales: 1) inmunidad; 2) resistencia a la infección viral; 3) resistencia al establecimiento 
y propagación del virus en la planta hospedera; 4) resistencia a la multiplicación viral; 5) 
tolerancia; y 6) resistencia a vectores.  
 
Es difícil postular mecanismos de resistencia a CMD y aún no se cuenta con evidencia 
que sugiera que existe Inmunidad, sin embargo en los primeros estudios realizados en 
África en regiones con alta presión a la enfermedad y durante largos períodos de tiempo 
se observó que las variedades resistentes mostraron significativamente menor severidad 
en los síntomas a CMD y bajo porcentaje de plantas infectadas, aunque se presentó 
invasión sistémica del virus. Esto sugiere una limitada propagación de la enfermedad en 
las variedades resistentes; además se presentó una marcada diferencia entre las 
variedades resistentes y susceptibles en cuanto al porcentaje de infección por el vector 
(mosca blanca). Lo anterior indica que dos posibles aspectos importantes en la resistencia 
a CMD son la resistencia a la infección por el vector y la resistencia a la propagación 
viral dentro de la planta (Hahn et al 1980).  
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3.2.9 Antecedentes de Resistencia a CMD. 
 
La búsqueda de variedades de yuca resistentes a CMD como única medida para el control 
de la enfermedad empezó en África Oriental a finales de 1920, pero fue mucho más 
activa con el inicio del mejoramiento por Storey en 1937 (Nichols 1947). Niveles muy 
bajos de resistencia fueron encontrados en las variedades cultivadas, Manihot esculenta; 
por tal motivo la estrategia consistió en realizar hibridaciones interespecíficas entre 
especies relacionadas como Manihot glaziovii y yuca cultivada (Manihot esculenta) 
seguidas con retrocruzas al cultivado con el fin de recuperar los caracteres agronómicos 
positivos de la yuca así como la resistencia a CMD, lo cual produjo resultados 
prometedores (Nichols 1947; Doughty 1958). La primera fuente de resistencia genética a 
CMD fue reportada por Nichols (1947) y Doughty (1958) sugirió que era poligénica, lo 
cual fue confirmado por Hahn & Howland (1972) y Hahn et al (1974) quienes 
encontraron que se heredaba de forma aditiva. A partir de un cruzamiento dialélico de 
siete parentales, se concluyó que esta resistencia a CMD es recesiva con una 
heredabilidad del 60% (Hahn et al 1972). Esta recesividad fue confirmada por Jennings 
(1976) con un cruce dialélico de seis parentales (Hahn et al 1980). Estudios más recientes 
de genética molecular confirmaron la naturaleza recesiva de este gen, el cual se designó 
como CMD1 (Fregene 2000). Análisis de grupos segregantes en una población BC1 
derivada de la variedad TMS30572, permitió identificar un marcador de tipo 
microsatélite SSRY40 en el grupo de ligamiento D del mapa genético de yuca, que 
explica el 48% de la varianza fenotípica de la resistencia a CMD (P<0.001) (Fregene 
2000).  
 
En el IITA, sistemas recurrentes de selección han sido utilizados para el mejoramiento de 
poblaciones con resistencia a CMD y otros caracteres agronómicos con el fin de 
conservar una gran variabilidad genética. Resistencia por sí sola ha sido mejorada en un 
ciclo de aproximadamente 2-4 años; pero ha tomado de 6-8 años combinarla con un alto 
potencial de producción. Introgresión de fuentes exóticas desde otros continentes como 
América Latina, dentro de las poblaciones de mejoramiento de IITA se han incrementado 
con el fin de explorar fuentes genéticas desconocidas en el mejoramiento de la yuca 
(Hahn 1980). Como resultado a este trabajo se identificaron nuevas fuentes de resistencia 
a CMD a partir de variedades Nigerianas tradicionales (IITA 1990). Análisis de genética 
clásica y mapeo genético de estas variedades permitió determinar que un gen dominante 
confiere esta nueva resistencia, el cual fue designado como CMD2. Además se identificó 
ligamiento con el marcador molecular tipo microsatélite SSRY28 que se encuentra 
localizado en el grupo de ligamiento R del mapa genético de yuca, el cual explica el 68% 
de la varianza fenotípica de la resistencia a CMD (P<0.001) (Akano et al 2002), 
posteriormente se estableció ligamiento con el marcador molecular tipo microsatélite 
NS158 (Zárate et al 2002). La naturaleza dominante del gen CMD2 y los dos marcadores 
asociados constituyen un punto de partida para diferentes estudios que permitan realizar 
contribuciones en el mejoramiento y las características de resistencia en este cultivo. 
Moreno 2005 encontró un marcadores tipo RAPDs llamado RME1 ubicado a 4.5cM del 
gen CMD2 el cual explica el 82.5% de la varianza fenotípica., A partir de la banda 
polimórfica del marcador este marcador se obtuvo un marcador tipo SCAR, el cual es una 
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de las herramienta para iniciar Selección Asistida con Marcadores (MAS) para CMD en 
programas de mejoramiento genético. 
 
3.3 Esquemas De Mejoramiento En Yuca (Ceballos 2002). 
 
La yuca es una especie altamente alógama, las plantas son monoicas con flores 
masculinas y femeninas en la misma inflorescencia. En yuca el proceso de mejoramiento 
genético requiere como etapa esencial la producción de nuevos genotipos que puedan 
llegar a ser superiores a los disponibles en un momento dado, esto se logra mediante 
cruzamientos entre progenitores seleccionados.  
 
En yuca se usan cruzamientos controlados donde se manipulas las flores, teniendo control 
total y conocimiento de ambos progenitores, sin embargo también se usan metodologías 
de cruzamientos en los que solamente se conoce la madre, ayudado esto con esquemas de 
siembras específicos en los campos de cruzamiento. 
 
Por otro lado, la floración es un proceso muy variable y está influenciada por factores 
genéticos y ambientales, por lo cual la producción de semilla botánica dependerá del tipo 
de parentales seleccionados para cruzar, localidad, época etc. Una vez realizados los 
cruzamientos, el fruto (cápsula dehiscente trilocular de 2 cm. de diámetro) madura en tres 
meses generando una semilla en cada lóbulo. 
 
La producción de semilla sexual en yuca comprende los siguientes pasos: 
 
• Hibridación o cruzamiento 
• Recolección de la semilla y codificación 
• Almacenamiento y tratamiento 
• Sistema de siembra  
 
Esta es la base de proceso o esquema de mejoramiento. Hay que tener en cuenta que la 
yuca es un cultivo clonal, es decir, se multiplica comercialmente mediante propagación 
vegetativa. En un programa de mejoramiento, esta forma de propagación permite que al 
encontrar un genotipo extraordinario, este, como individuo, puede quedar fijo, lo cual es 
una ventaja. Sin embargo la alta heterosis en la composición genética de yuca hace que el 
proceso de mejoramiento sea más dispendioso, pues en cada cruzamiento las 
características pueden cambiar de forma no muy deseable, por lo que se hace necesario la 
producción de poblaciones segregantes muy grandes para encontrar genotipos 
sobresalientes  
 
En yuca, cada semilla de cada cruzamiento es un genotipo diferente, y su evaluación, 
requerirá entrar en un esquema largo que aproveche la posibilidad de fijar clones y que a 
su vez, permita la selección de los caracteres que se buscan para incrementar la 
frecuencia de genes deseables en un nuevo ciclo de cruzamiento (Tabla.I) 
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Tabla I. Esquema básico de mejoramiento en yuca, utilizado en CIAT. 
 
Tiempo (Meses) Esquema Básico de Mejoramiento # Genotipos/ Año 
0 Cruzamientos de genotipos parentales 20 a 30 
10 Campo F1: semilla botánica 
[1 planta / sitio /repetición] 
4000 a 5000 
22 Campo de observación F1 clonados 
[7 a 8 plantas /1sitio /repetición] 
1000 a 2000 
34 Ensayo Preliminar de Rendimiento EPR 
[10 plantas/ 1 sitio/ 3 repeticiones] 
250 a 300 
58 Ensayo Avanzado de Rendimiento EAR 
[25 plantas/ 2 a 3 sitios / 3 repeticiones] 
60 a 90 
 Genotipos élites  
Colección de 
germoplasma 
Pruebas regionales Bloques de 
cruzamiento 
Investigación 
participativa 
   
 
Es este esquema, las características altamente heredables pueden ser seleccionadas en las 
etapas iniciales con presión de selección fuerte, por ejemplo tipo de planta, habito de 
ramificación, reacción a enfermedades, índice de cosecha y contenido de materia seca en 
raíces. (Hahn et al 1980, Harshey 1984, Kawano 2003, Ceballos 2004). Mientras que la 
características de baja heredabilidad se pueden seleccionar en estados avanzados donde la 
precisión experimental es mayor por la posibilidad de tener mejores diseños 
experimentales (repeticiones, replicas etc.). (Ceballos 2002) 
 
Este esquema de mejoramiento es en esencia una selección recurrente donde se utiliza la 
varianza aditiva, que son los efectos que se puede transmitir de generación en generación,  
 
Las dificultades que se tienen en el mejoramiento de yuca son: 
 
• No se involucran datos de familia 
• No hay datos disponibles de efectos de habilidad combinatoria general para una 
mejor selección 
• No hay una apropiada separación de habilidad combinatoria general y especifica 
por lo que muchas de las características deseadas no son transmisibles a la descendencia 
(efectos heteróticos) 
• Hay mucha carga genética en yuca los rasgos recesivos útiles son muy difíciles de 
detectar. 
• Varios estados del ciclo de selección se basan en rasgos no replicados, por lo que 
muchos genotipos son eliminados sin una apropiada evaluación. 
 
El factor tiempo es así un punto de crucial importancia en este esquema, que requiere por 
ciclo de alrededor de 5 años con poblaciones grandes, lo cual hace que sea dispendioso y 
costoso, y con un cierto grado de ineficiencia (Pérez et al., 2005, Cachs et al., 2005), sin 
restarle importancia y necesidad. Un ejemplo de las dificultades en el mejoramiento de 
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yuca es mencionado por Kawano et al 1998 pues un periodo de 14 años alrededor de 
372000 genotipos derivados de 4130 cruzamientos fueron evaluados y solo 3 llegaron a 
ser variedades oficiales. Fregene también menciona que experiencias similares han sido 
observadas en CIAT, IITA y EMBRAPA (FAO 2007) 
  
Por otro lado, con el avance de la biotecnología y las técnicas de marcadores moleculares 
para algunas características como resistencia a enfermedades la selección asistida con 
marcadores es actualmente muy prometedora. (Ceballos 2002.) 
 
En esquemas convencionales de mejoramiento como el de yuca donde se que requieren 
de mucho tiempo por ciclo, es posible incrementar la eficiencia de la selección en etapas 
tempranas, sin la necesidad de diseños experimentales muy elaborados, Todo esto se 
traduce en una disminución considerable del tamaño de las poblaciones segregantes, del 
tiempo general en ciclo de mejoramiento y de los costos (FAO 2007) 
 
3.4 Selección Asistida por Marcadores (MAS) 
3.4.1 MAS Generalidades 
 
Los beneficios potenciales de la utilización de marcadores ligados a genes de interés 
agronómico en programas de mejoramiento, para pasar de selección fenotípica a 
genotípica, han sido obvios por muchas décadas, sin embargo la realización de este 
potencial ha estado limitada por la falta de marcadores. 
\ 
Con la llegada de marcadores basados en ADN a finales de los 70, la situación cambió; y 
se pudo, por primera vez, empezar a identificar gran número de marcadores dispersos a 
través del material genético de especies de interés y usarlos para detectar asociación con 
rasgos de interés, permitiendo a MAS convertirse finalmente en una realidad. Esto dio 
lugar a todo un nuevo campo de investigación académica iniciando con la publicación 
hito de Paterson en 1988, donde mostró que con la disponibilidad de un gran número de 
marcadores para Tomate, los efectos y la localización de marcadores ligados a genes que 
tienen un impacto sobre rasgos cuantitativos, (rasgos del fruto en este caso) podría ser 
estimada utilizando un enfoque que pudo ser aplicado para diseccionar la genética de 
cualquier rasgo fisiológico morfológico y de comportamiento en animales y plantas 
(Ruane 2007). 
 
La mayoría de los rasgos considerados en genética de plantas y animales en programas de 
mejoramiento son cuantitativos, controlados por muchos genes junto con factores 
ambientales y los genes subyacentes que tienen efectos pequeños sobre el fenotipo 
observado. Producción y tamaño de semilla son ejemplos típicos de rasgos cuantitativos. 
En genética clásica la selección se basa en la observación de fenotipos candidatos para 
selección y el comportamiento de la siguiente generación, esto sin conocer los genes. El 
desarrollo de los marcadores moleculares, por lo tanto, fue recibido con gran entusiasmo 
ya que era visto como un avance prometedor y clave para superar esta limitación. Desde 
1999 la tecnología de MAS fue prometedora y muchas de las investigaciones se han 
realizado en el campo pero con pocas excepciones, MAS no ha entregado los beneficios 
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esperados en el mejoramiento de plantas, y en países en desarrollo ha quedado aun mas 
rezagado. (Ruane 2007). 
 
3.4.2 MAS en Sistemas de Retrocruzamiento 
 
En lo que respecta a la transferencia de un gen dominante, se encuentran reportadas 
reducciones de hasta dos años en el proceso de retrocruza (Barr et al, 2000) así como 
ganancias en la transferencia de la característica deseada (Anderson, 1998). Un ejemplo 
de este tipo es la transferencia del gen Yd2 de tolerancia al BYDV en cebada, reportado 
por Paltridge et al., 1998, así como la reducción del proceso de retrocruza en 
transferencia del gen Ha2, de resistencia a nematodos de cereales. (Kretschmer et al. 
1997) 
 
El aporte de MAS en la de transferencia de un gen recesivo es la posibilidad de 
identificar los genotipos que presentan la característica de interés sin realizar el paso de 
autofecundación requerido entre los ciclos de selección. Este es el caso del uso del 
marcador mlo reportado por Buschges et al. 1997 y ant28 reportado por Garvin et al. 
1998 para cebada. 
 
La introgresión de características cuantitativas complejas como calidad de grano, 
resistencia a royas, entre otras, en un sistema de retrocruzamiento necesariamente 
requiere varios ciclos de testeo de progenies. El uso de MAS en esta situación permite 
reducir estos ciclos, lograr mayor precisión en la selección, y por lo tanto optimizar la 
manipulación de estas características en sistemas de retrocruza. El uso de MAS se ve 
potencializado cuando la característica es de baja heredabilidad. Este es el caso de 
resistencia a Fusarium (Anderson 1998) y características de calidad en cebada como 
extracto de malta y poder diastásico (Collins et al 1999, Coventry et al 1999 citados por 
Barr et al 2000). La asociación del QTL con el marcador debe validarse testeando al 
efecto fenotípico de la región cromosomal derivada de una población mapeada. 
 
Finalmente una de las más excitantes aplicaciones de MAS en sistemas de retrocruzas es 
la posibilidad de transmitir varios genes simultáneamente. Esta aplicación se encuentra 
limitada por i) la manipulación de una población BC
x
F1 apropiada que asegure la 
recuperación del numero requerido de individuos heterocigotos para los loci de interés ii) 
Disponibilidad de marcadores polimórficos a medida que el numero de padres donantes 
aumenta, y iii) Manejo de poblaciones de tamaño apropiado (Barr et al). Esta 
metodología está siendo aplicada por el South Australian Barley Improvement Program, 
con resistencia a nematodos, tolerancia a BYDV, resistencia a mancha en red y eficiencia 
de manganeso. 
3.4.3 MAS en Sistemas de Cruzamiento 
 
La aplicación de marcadores moleculares asociados a características de interés ha 
permitido mejorar la caracterización de la diversidad de los pooles de germoplasma, y la 
distancia genética entre distintas poblaciones. Esta información puede ser utilizada para: 
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i) seleccionar los padres donantes relacionados a los padres recurrentes en un sistema de 
retrocruzamiento, ii) seleccionar padres genéticamente diferentes para maximizar las 
oportunidades de obtener segregación transgresiva para características de interés, y iii) 
mapear características basadas en pedigrí y similitud de marcadores (Barr et al., 2000). 
 
El uso de marcadores para selección en generaciones tempranas se presenta como una 
herramienta de gran utilidad, ya que permite identificar todos los genotipos en la 
generación de mayor segregación (F2) y seleccionar aquellos que sean de interés, 
resultando en una población muy enriquecida en los alelos deseados (Sorrells, 1998). 
Esto permite reducir el número de genotipos que avanzan en cada ciclo de selección, 
reduciendo los tamaños de los experimentos de campo y por lo tanto lograr un proceso de 
selección más eficiente. Esta eficiencia se ve maximizada cuando las características de 
interés presentan baja heredabilidad. Existen diversos trabajos dedicados a comparar la 
aplicación de selección convencional con la MAS en generaciones tempranas. Stromberg 
et al. 1994 en maíz concluyó que no existían diferencias en utilizar MAS con respecto a 
selección convencional en generaciones tempranas. Por el contrario, estudios de 
simulación por computadora llevados a cabo por Whittaker et al. 1997, y Lande y 
Thompson 1990 (citado por Barr et al. 2000), muestran resultados opuestos, el uso de 
MAS es más eficiente que la selección convencional, siendo coincidente con lo sugerido 
por Sorrells 1998.  
 
3.4.4 Limitantes de MAS 
 
Disponibilidad de marcadores polimórficos. Principalmente porque el germoplasma 
utilizado por los mejoradores esta cercanamente relacionado, de forma que dos genotipos 
que difieran para una característica pueden presentar marcadores monomórficos.  
 
• Falta de precisión en el mapeo de loci. Esto puede derivar en eventos de recombinación 
entre los marcadores y los QTL que no sean detectados.  
 
• Extrapolación de marcadores de una población a otra. Los marcadores asociados a un 
QTL en una población no necesariamente se encuentran asociados al mismo QTL en otra 
población de manera que dichos marcadores no son útiles para selección. Como ejemplo 
se puede citar el trabajo de Schnider et al. 1997 en poroto. Esto puede deberse a la 
expresión diferencial de un QTL en distintos background genéticos.  
 
• Presencia de interacción genotipo ambiente (IGA). Existen varios reportes sobre la 
existencia de interacción entre QTLs y ambientes (Hayes et al. 1993, Schnider et al.  
1997, Melchinger et al. 1998), lo que lleva a que las asociaciones entre marcadores y 
QTLs no son estables a través de los ambientes. Esto lleva a que la capacidad predictiva 
del marcador sea efímera.  
 
• La asociación indicada entre marcadores y QTLs en las poblaciones de mapeo pueden 
“desaparecer” en las poblaciones de validación. Esto resalta la importancia de la 
validación fenotípica al momento de realizar MAS.  
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• Existencia de efectos pleiotrópicos indeseados. La existencia de dichos efectos dados 
por el marcador o el QTL puede derivar en una línea de mejoramiento sin valor 
comercial.  
 
• Costos asociados a la implementación de marcadores.  
 
• Necesidad de personal capacitado.  
 
MAS es una visión casi futurista del uso de las herramientas moleculares en el 
mejoramiento de plantas sin embargo contrario a la idea de abandonar los ensayos 
experimentales y seleccionar simplemente con un marcador MAS requiere de un fuerte 
estudio previo de correlación entre marcadores, QTLs y la variación fenotípica de la 
población. En los estudios de QTLs se plantea la posibilidad de discriminar las 
características complejas en efectos individuales de regiones del genoma; esto solo es 
posible eficientemente si se considera una apropiada fenotipificación y genotipificación. 
Los avances en la última década han sido gigantescos, sin embargo, aun no son 
suficientes. Es posible que el trabajo acumulado nos tenga a puertas de presenciar una 
gran revolución en el mejoramiento, cuando la tecnología sea asequible, y sobre todo 
cuando muchos científicos abandonen la sed de resultados ¨per se¨ de MAS y la integren 
como una herramienta más de selección. No hay que olvidar que hace 5 años se hacían la 
misma pregunta sobre MAS pero recordemos que los marcadores basados en PCR recién 
en los 90 iniciaron su automatización y ya a mediados de la década pasada crecían las 
expectativas por MAS. 
 
3.4.5 Mas en Mejoramiento de Yuca (Fregene 2007) 
 
La decisión de usar marcadores en mejoramiento de yuca está basada en la heredabilidad 
del rasgo y en la cantidad de varianza genotípica explicada por el marcador. Hay muchos 
casos en mejoramiento de yuca donde la heredabilidad es baja o cero: 
• Cuando la presión de patógenos o plagas es baja o nula como el caso de CMD en 
América. 
• Si la presión de una plaga es des uniforme y errática como ocurre con el acaro 
verde de la yuca. 
• Variabilidad de los campos experimentales o pobre mantenimiento de estos lo que 
se traduce en grandes errores experimentales. 
• Rasgos que son afectados por el estado de crecimiento de la planta como potencial 
cianogénico. 
• Para rangos como los mencionados, si se tienen marcadores que expliquen en gran 
medida la varianza genética se puede acelerar el proceso de mejoramiento. 
 
Para rasgos con alta heredabilidad MAS también puede ser útil 
• En Piramidación de genes 
• MAS es útil para la reducción del tamaño de las poblaciones en estados iniciales 
del esquema de mejoramiento 
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• En la introgresión de genes útiles desde germoplasma exótico, los marcadores 
permiten recuperar la característica en fondo genético más deseable desarrollando un 
esquema de BC mas rápido y eficiente. 
• También es útil en la detección de grupos heteróticos para cruces más directos 
• Es útil para la detección de duplicados en las colecciones de germoplasma. 
 
En CIAT se han desarrollado selección asistida en el proceso de búsqueda y desarrollo de 
germoplasma resistente a CMD. En un esquema donde se combina cruzamiento, rescate 
de embriones, cultivo de tejidos propagación, análisis molecular MAS, evaluaciones de 
campo, introducción de germoplasma en otros países etc. 
 
Con este esquema más de 50000 genotipos han sido evaluados con marcadores ligados al 
gen de resistencia CMD2, algunos de los cuales, se han incorporado a esquemas de 
mejoramiento en África y en Colombia. (Okogbenin, 2007) 
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4 MODELO METODOLOGICO 
 
Por ser este el primer trabajo de selección asistida por marcadores aplicada a un programa de 
mejoramiento de yuca, se busco la implementación de procesos fluidos que permitan integrar 
MAS en el esquema de mejoramiento participativo en Tanzania, auspiciado por la fundación 
Rockefeller, que tiene como objetivo principal acelerar el proceso de mejoramiento de 
germoplasma local para resistencia a plagas y enfermedades logrando una alta aceptación de 
las nuevas variedades por los agricultores (kullaya, 2004).  Para cumplir con esta meta se 
tomo el germoplasmas de mayor aceptación por los agricultores de Tanzania y se cruzo con 
introducciones resistentes a CMD desarrolladas en Colombia, las cuales, son el resultado de 
cruzamientos entre de material elite de América Latina y genotipos resistentes a CMD 
provenientes de África. En esta descripción, MAS para CMD tiene lugar en el desarrollo y 
selección de  las introducciones y en la evaluación de sus progenies generadas en Tanzania  
 
Para una clara explicación del trabajo, el esquema metodológico se dividió en 2 fases, (ver 
Figura II (Pedigrí de las poblaciones)) 
• Obtención de material resistente a CMD  en CIAT  
• Combinación de variedades tradicionales de Tanzania con materiales resistentes 
CIAT introducidos en el programa de mejoramiento de ARI Mikocheni, Tanzania. 
Este a su vez se divide en  
o Evaluación en campo  
o Evaluación en laboratorio 
 
4.1 Identificación de puntos clave para una eficiente implementación de MAS  
 
En primera instancia se estandarizaron protocolos y procesos para este estudio particular 
buscando tener capacidad de trabajo de forma masiva, teniendo en cuenta las 2 fases 
mencionadas anteriormente. 
Se buscaron diferentes alternativas metodológicas para conocer los detalles técnicos y 
logísticos en procesos MAS que se están usando en CIAT con otros cultivos como fríjol y 
arroz, Partiendo de este referente se identificaron los cuellos de botella para la 
implementación de MAS en esquemas de mejoramiento de yuca y se busco definir un 
esquema particular en el desarrollo de materiales resistentes al virus del mosaico africano 
CMD: 
 
• Esquema básico para MAS general 
• Identificación de cuellos de botella para yuca 
o En este punto se evaluaron los principales pasos al implementar selección 
asistida por marcadores: 
• Colecta de muestra 
• Extracción de ADN 
• Protocolos de extracción de ADN rápidos 
• Protocolos de extracción de ADN convencionales modificados 
• Pruebas moleculares 
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• Toma de información 
• Selección 
• Definición de esquema tentativo 
 
4.2 FASE A “Obtención de material resistente a CMD CIAT” 
Este esquema fue desarrollado en el grupo genética de yuca bajo la dirección del Dr. Martin 
Fregene. (Informe anual 2003) Consiste en la evaluación con marcadores moleculares 
asociados al gen de resistencia CMD2 en genotipos de familias provenientes de cruzamientos 
entre materiales resistentes a CMD (donantes del gen de resistencia) y materiales elites de 
CIAT (Figura II ) 
 
4.2.1 Localización. 
 
La obtención de genotipos que combinen resistencia a CMD y buenas características 
agronómicas, se realizó en los campos de cruzamiento de genética de yuca, CIAT, Palmira. 
El proceso de rescate de embriones, multiplicación de plantas in-vitro, evaluación molecular 
para CMD y envío de materiales resistentes a Tanzania y otros países de África y Asia (en 
proyectos paralelos), tuvo lugar en el laboratorio de genética de yuca CIAT Palmira. 
 
4.2.2 Material vegetal. 
 
En los cruzamientos se usaron como parentales los genotipos C (resistentes a CMD) 
proveniente de África. Estos fueron introducidos como semilla sexual, y multiplicados 
posteriormente de forma vegetativa (estacas). Los materiales elites de CIAT son provenientes 
de multiplicación vegetativa de accesiones de banco de germoplasma y del programa de 
mejoramiento. 
Para la evaluación de progenies con los marcadores moleculares asociados a CMD se usaron 
hojas de plántulas in-vitro resultado de rescate de embriones de las semillas obtenidas en el 
esquema de cruzamientos. El proceso de rescate de embriones permite además tener el 
material vegetal para realizar los envíos de los genotipos seleccionados al exterior, 
cumpliendo con los requisitos de sanidad vegetal de ICA y de los países importadores. 
 
4.2.3 Extracción de ADN  
 
El protocolo de extracción de ADN tradicionalmente usado para yuca es Dellaporta 
modificado, este se modificó nuevamente haciéndolo más corto, aumentando la  eficiencia en 
el procesamiento de muestras y con logrando una excelente calidad ADN. 
Las principales modificaciones fueron el uso de tejido vegetal in-vitro y la forma de 
macerado como se describe a continuación: 
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• Aproximadamente 100mg de tejido fresco de hojas in-vitro se colocan en un tuvo 
eppendorf de 1.5 ml  
• Se adicionan 200ul de buffer y se inicia el macerado con la ayuda de puntas metálicas 
adaptadas a un taladro  
• Se adicionan 400ul más de buffer y se prosigue con todo el proceso, (ver ANEXO 5.) 
 
 
4.2.4 Evaluación molecular de los genotipos 
 
Se hicieron diluciones de los ADN a 10ng/µl, en placas de 96 pozos y se ordenaron  
siguiendo  la identificación asignada en el proceso de cultivo de tejidos familia – genotipo 
(consecutivo). 
En cada placa, se dejaron libres los posos 30 60 y 90 para incluir controles positivos de 
amplificación en este caso el genotipo TME3 resistente a CMD. Al inicio de cada placa 
(posos 1 y 2) se incluyen los parentales de la familia que se esté evaluando y/o donde sea que 
inicie una nueva familia. 
Si hay una familia que abarque más de una placa, por el número de individuos, en las 
siguientes placas se incluyen los parentales nuevamente al inicio. 
 
4.2.4.1 Amplificación con Marcadores Asociados a CMD. 
 
La PCR se realizó a partir de las diluciones de ADN a 10ng/µl extraído siguiendo el 
protocolo descrito anteriormente.  
En cada reacción se uso un volumen final de 15-µl, teniendo en cuenta las siguientes 
concentraciones finales de los reactivos dentro del coctel de amplificación: dNTPs (dATP, 
dCTP, dGTP y dTTP) 0.15 mM cada uno; 2.5 mM MgCl2; aprox. 1. U de Taq polimerasa, 
0.2 µM de cada cebador o “primer”; Buffer para la Taq polimerasa 1X; y 30 ng de ADN 
como templado. 
 
La amplificación con los cebadores se hizo siguiendo las condiciones requeridas por cada 
cebador evaluado (Tabla II) utilizando dos tipos de termocicladores (Robocycler 96 
(Stratagene), MSJ-Research PTC-100). 
 
Tabla II. Temperatura de Anillage de marcadores asociados al gen CMD2.  
 
Marcador Tipo Anillage 
NS158 SSR 55 
RME4 (SSRY28) SSR 55 
RME1 SCAR 50 
NS169 SSR 55 
 
37 
 
4.2.4.2 Visualización de los DNAs y Productos Amplificados. 
 
El ADN total se visualizó corriendo una electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, con 
bromuro de ethidiun 0.5µg/ml y buffer TBE 0.5X. Las condiciones de la electroforesis 
fueron 70voltios, 15mA. Con un tiempo de corrida de 45min.  
 
El producto de amplificación con el cebador SCAR se visualizó en geles de agarosa al 1.0% 
conteniendo bromuro de ethidiun 0.5ug/ml y buffer TBE 0.5X. Las condiciones de la 
electroforesis fueron,  140voltios, 70mA. Durante 45min. 
 
Los productos amplificados con los cebadores SSR se visualizaron mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida (29:1). Las condiciones de la electroforesis fueron, TBE 0.5X, 100W 
durante 60min. Para la tinción de los geles se siguió el protocolo de tinción con plata usado 
en genética de yuca CIAT. (0) 
 
De todos los geles (agarosa y polyacrilamida) se llevó un registro fotográfico-electrónico 
para su análisis posterior. 
 
4.2.4.3 Lecturas de los Resultados y Registro. 
 
Para cada genotipo y con cada marcador se evaluó la presencia o ausencia de la banda 
asociada al gen resistencia CMD2 por comparación con las bandas del genotipo control 
TME3. La información se registró en un formato general en Excel para luego transmitirla e 
integrarla al programa de mejoramiento. 
4.2.5 Análisis y Resumen de Resultados: 
 
Para cada marcador se calculó la proporción de individuos resistentes y susceptibles, la 
presión de selección y de forma comparativa se evaluó un esquema de mejoramiento teórico 
con las mismos objetivos con o sin selección asistida MAS. Además, por ser este el primer 
trabajo de MAS en yuca implementado a un programa de mejoramiento se propuso un 
protocolo para el manejo del material vegetal de forma que la implementación de MAS sea 
simple y eficiente. 
 
4.3 FASE B “Combinación de variedades tradicionales de Tanzania con materiales 
resistentes CIAT introducidos.” 
 
Esta fase tuvo lugar directamente en los programas de mejoramiento nacionales de países 
Africanos, en este caso Tanzania, (llamados NARs según su acrónimo en ingles de National 
Agricultural Research) e inició con la introducción a este país, de genotipos resistentes al 
virus CMD generados en CIAT. 
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4.3.1 Localización. 
 
Este trabajo formó parte de un esquema de mejoramiento desarrollado entre CIAT y ARI, el 
centro nacional de investigación agrícola en Tanzania África (acrónimo en ingles 
“Agricultural Research Institute”). 
 
Los experimentos de campo se ubicaron en la localidad de Bagamoyo, Tanzania, en la 
estación experimental de Chammbezi perteneciente a ARI, donde tuvieron lugar las 
evaluaciones fenotípicas y la toma de muestras, mientras que el trabajo de laboratorio se 
desarrolló en CIAT Colombia, Palmira. 
 
 
4.3.2 Material Vegetal. 
 
El material vegetal objeto de este trabajo fue un grupo 307 familias de yuca con un total de 
16300 genotipos generados a partir de cruzamiento entre materiales CIAT introducidos a 
Tanzania, con variedades locales de Tanzania. Los primeros fueron desarrollados en fases 
anteriores del esquema de mejoramiento en CIAT (Colombia) y combinan resistencia a CMD 
y buenas características agronómicas de materiales elites de Latinoamérica. Los segundos 
son variedades tradicionales de gran aceptación entre los agricultores de la zona pero 
susceptibles a CMD.  
 
TME3 R TMS30572 S
Resistente = R
Susceptible = S
Elites CIAT
CR 
BC1 CIAT S
AR
CW Elites CIAT S
FLA Elites CIAT S
Variedades 
locales de  
Tanzania S
307 Familias
X
XX
MAS y  selección fenotípica
‘C’ parentales R en  
CIAT
Pedigrí de las poblaciones de Yuca para 
selección por MAS para CMD en Tanzania
CI
AT
TA
NZ
AN
IA
X X
X X
Acaros
resistente
CMD 
resistente
 
 
 
Figura II. Pedigrí de las poblaciones de mejoramiento para el proyecto de selección asistida por 
marcadores MAS en Tanzania. 
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4.3.2.1 Disposición del Material Vegetal en Campo y Etapa del Esquema de 
Mejoramiento en Desarrollo 
 
La semilla botánica generada se plantó en semilleros (bandejas). Los grupos de semilla 
botánica se identificaron según el tipo de cruzamiento del cual provenían (cruzamientos 
controlados o abiertos) y de los parentales involucrados, definiendo las familias. Una vez 
germinadas las semillas y luego de un periodo de crecimiento de dos meses, las plántulas se 
trasplantaron a campo. Las plantas de cada familia se repartieron en 3 repeticiones de forma 
que en cada repetición hubo una parcela con un tercio del total las plántulas de dichas 
familia, las  familias en cada repetición a su vez se aleatorizaron. 
Este estudio, al ser ubicado en el esquema de mejoramiento básico de yuca (Tabla I), estaba 
en las etapas más tempranas (“evaluación de poblaciones F1”), donde el número de genotipos 
es mayor y no hay repeticiones de estos, así cada planta es un genotipo diferente. 
En este esquema de mejoramiento entre CIAT Colombia y ARI Tanzania los objetivos 
fueron: 
• Mejorar el germoplasma local para resistencia a CMD, con la introducción 
germoplasma mejorado en CIAT 
• Implementar MAS para CMD en un programa de mejoramiento convencional 
• Entrenar a los mejoradores de los centros nacionales de Tanzania en métodos de 
mejoramiento molecular 
• Involucrar a los usuarios finales en el proceso de selección de parentales y progenies  
 
Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este esquema de mejoramiento, la 
participación de esta tesis de maestría se sitúa en dos puntos clave:  
La evaluación genotípica del germoplasma mejorado (que combina resistencia a CMD y un 
alto potencial agronómico), implementando MAS para la resistencia a CMD. El 
germoplasma seleccionado fue la base del mejoramiento de las variedades locales para 
resistencia a CMD en Tanzania en las siguientes etapas del proceso. 
El segundo punto es la implementación de MAS en la evaluación del germoplasma generado 
entre las introducciones de CIAT y variedades locales acelerando la selección en las 
diferentes etapas del proceso de mejoramiento (Figura II, III) 
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Semilla sexual
Rescate de embriones
MAS
Envio a socios Esquema de mejoramiento
Progenies de TME3 (fuente del CMD2) x parentales elites CIAT
CRUZAMIENTOS
RME1, NS158, RME4
 
 
Figura III. Desarrollo de variedades de yuca resistentes a CMD en Colombia (Fregene, póster 
selección asistida por marcadores genética de yuca 2005) 
SEMILLEROS
(60,000 SEMILLAS)
(3 año)
BLOQUES DE CRUZAMIENTO
“PROLICRUZAS”
(2 año )
(MAS)
(3 año )
ESTUDIOS DE ABILIDAD
COMBINATORIA
(4 año) ENSAYOS PARTICIPACIONALES
≈ 600 genotipos
(5 año)
ENSAYO CON UNA
PARCELA
≈ 10,000 genotipos(4 año)
VARIEDADES LOCALES
≈ 60
INTRODUCCIONES
MEJORADAS
≈ 90
 
 
Figura IV.  Esquema de MAS para el mejoramiento de germoplasma de yuca en Tanzania 
(Fregene, póster selección asistida por marcadores genética de yuca 2005) 
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4.3.3 Evaluación Fenotípica. 
 
Aprovechando que la enfermedad es endémica en Tanzania, se evaluó la respuesta de los 
genotipos frente al virus, a los 3 y 6 meses después de plantados. Las plantas se calificaron 
como resistentes o susceptibles según la presencia de síntomas foliares. No se usó escala por 
el gran número de genotipos a evaluar en esta etapa del esquema, aplicando así una mayor 
astringencia o presión en la selección sobre el carácter. 
 
4.3.4 Identificación y Colecta de Material Vegetal. 
 
El material vegetal se colectó utilizando como primer filtro la evaluación fenotípica. Los 
genotipos que no tuvieron síntomas de CMD fueron colectados para el análisis con los 
marcadores asociados al gen CMD2. 
Debido al gran tamaño del experimento en campo y a la importancia de identificar de forma 
segura los genotipos, se generó un plano siguiendo el orden siembra, en el cual se identificó 
cada familia y dentro de estas, cada planta. Esta tarea estuvo limitada por los recursos físicos 
y logísticos disponibles. La codificación incluyó : 
 
• Bloque (espacio del campo experimental de observación donde se sembró) 
• Repetición (las plántulas de cada familia se dividieron en 3 grupos o repeticiones de 
familia, no repeticiones de plantas.) 
• Tipo de cruzamiento (abierto o controlado) 
• Familias, numero asignado a cada familia hace referencia a la combinación de padres 
• Genotipo, (número asignado a cada planta o sitio de siembra) 
 
 
 
 
Figura V. Codificación de muestras en Tanzania para análisis por MAS para CMD 
1-1C202-1
Repetición Familia 
GenotípoBloque Tipo de cruzamiento 
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4.3.5 Extracción de ADN. 
 
Se siguió el protocolo de extracción de Dellaporta modificado, según se definió en la 
estandarización de los procesos para el desarrollo de este trabajo en su fase de campo, como 
se expone en el ítem 5.1. 
4.3.6 Selección de Familias a Evaluar con MAS. 
 
 
Para definir las familias sobre las que es posible implementar MAS, se evaluaron los 
parentales con los marcadores asociados al gen de resistencia CMD2, calificándolos como 
resistentes (presencia del marcador) o susceptibles (ausencia del marcador). En cada familia 
Los parentales se compararon buscando polimorfismo en el producto amplificado con los 
marcadores. Además se tuvo en cuenta el del tipo de cruzamiento así: 
  
Se seleccionaron las familias provenientes de cruzamientos controlados, con parental CIAT 
resistente (con presencia del marcador asociado) y parental “variedad local” susceptible (con 
ausencia del marcador). 
 
Para cruzamientos abiertos se seleccionaron las familias en las que el parental conocido fue 
CIAT, resistente a CMD y presentando la banda asociada con resistencia a CMD. 
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4.3.7 Evaluación molecular de los genotipos y análisis de resultados  
Se siguen todos los ítems descritos en los numerales numeral 4.2.4. y 4.2.5. 
4.4 Esquema General de Trabajo. 
 
MAS TANZANIA
Colecta de materiales resistentes en campo 
(hojas)
Evaluación de familias en campo (CMD)
Envio de hojas secas y listados para GSS
Generación de mapas y listados de 
campo
Identificación de genotipos resistentes (marcaje)
Generación de base de datos en excel Organización de muestras para ICA
Organización de muestras para extracción de ADN
Extracción de ADN
Organización de formatos para revisión de ADN en gel de Agarosa
Revisión de ADN en geles de agarosa
Chequeo de calidad y orden en las fotos para repetir extracción, colocar RNAsa, repetir gel 
Evaluación de parentales para
selección de familias
Cuantificación de AND de muestras
seleccionadas
Estimación de concentración para todas
las muestras
Organización de listas para evaluación
de familias seleccionadas
 
Revisión fotos y concentraciones por familia para estimar [] de diluciones
Generación de formatos para organización de familias a evaluar
Organización de familias para dilucione y evaluacion molecular
Generación de formatos para diluciones y evaluación molecular con Vi 
y [] de cada genotipo
Diluciones de cada genotipo de las familias seleccionadas
Revisión de diluciones en geles de agarosa
Estandarización de diluciones para amplificación con los marcadores
PCR con marcadores para MAS (NS158, RME1, SSRY28)
Revisión de amplificación en sinergel
Lectura de geles
Repetición de PCR para amplificación de 
muestras ‘dificiles”
Revisión de diluciones y stock de las muestras
que no amplifican
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Figura VI. Esquema general para la evaluación de poblaciones de Mejoramiento mediante el uso 
de selección asistida por marcadores  
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5 RESULTADOS y DISCUCION 
5.1 Identificación de puntos clave para la implementación de MAS  
 
5.1.1 Comparación de esquemas de implementación de MAS en fríjol y arroz 
frijol arroz
en placa de 96 
almacenaje a -20
en bolsa almacenaje a -80Colecta de material vegetal
Macerado - Extracción
alcalina
NaOH
Baño maria 95C 
Macerado
HCL
Recuperacion de 
estracto crudo
Dilucion 1:50
amplificacion
Empaque de materiales el placa
Introduccion de balines
Enfiramiento de placas en nitrogeno
liquido
Macerado en maquina
extraccion
Buffer 20-30min a 74C
Cloroformo isoamil mezclar 5min
Centrifuga 4000rpm 15min
Recuperar sobrenadante
Isopropanol -20 5 min
Centrifugar 15min 3000rpm
Descartar sobrenadante
Secar y resuspender
Dilucion 1:100
Amplificacion
 
Figura VII. Comparación de protocolos de extracción usados para selección asistida en Fríjol y 
arroz implementados en CIAT 
 
Tanto en arroz como en fríjol, la implementación de MAS presenta como principales 
dificultades la capacidad de procesamiento de muestras y dentro de esto, el punto principal es 
la extracción de ADN con una calidad acorde con las exigencias de amplificación por PCR 
con los marcadores a utilizar. 
En arroz se han implementado métodos que permiten procesar hasta 280 muestra/día, 
obteniendo un ADN de buena calidad . La principal característica de este método es la 
posibilidad de procesar muchas muestras a un mismo tiempo, haciendo la extracción en 
placas de 96 pozos y manteniendo los pasos del proceso de extracción, con lo cual se 
garantiza calidad del ADN (Figura VII). (¡Error! No se encuentra el origen de la 
referencia.) 
En fríjol, se usan métodos de extracción de ADN que modifican drásticamente los pasos del 
protocolo tradicional, haciéndolo más sencillo, sin la necesidad de equipos muy específicos, 
sacrificando la calidad del ADN pero manteniéndola al punto de no presentar problemas en la 
amplificación (ANEXO 2). 
Teniendo en cuenta estas dos metodologías, se busco estandarizar protocolos para yuca, 
cambiando el tradicional o modificándolo para hacerlo más eficiente. 
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5.1.2 Identificación de cuellos de botella para yuca 
 
Para una eficiente implementación de MAS, es indispensable tener una alta capacidad en el 
procesamiento de muestras en el laboratorio o de “trabajo en masa”; esto implica el 
desarrollo o estandarización de protocolos que faciliten el manejo de un gran número de 
muestras, teniendo en cuanta la capacidad del laboratorio. (Espacio, equipos disponibles, 
Reactivos, Recurso humano, etc.) 
 
5.1.2.1 Colecta de muestras 
Este punto es primordial y su facilidad depende en gran medida de la forma de siembra de los 
genotipos en campo o invernadero, de una adecuada rotulación (simple y no ambigua) y de 
un buen manejo de información, documentada y verificada (plano de siembra). 
 
Para el caso específico de este trabajo, no se tenía esta información, solo algunos 
lineamientos de la forma de siembra por lo cual se generaron los planos de siembra a la vez 
que se evaluó la resistencia de las plantas a CMD. 
Las plantas de donde se tomaron muestras para la evaluación molecular fueron marcadas y 
rotuladas con un marbete. El código usado se mantuvo como identificación de los genotipos 
en los pasos siguiente del proceso de mejoramiento. 
Posteriormente, con los planos y los datos de la evaluación fenotípica se marcaron los tubos 
eppendorf que se utilizaron en la extracción, y se ordenaron en gradillas según el plano de 
siembra. 
La colecta de muestras se hizo directamente en los tubos eppendorf marcados, estas se 
colocan en hielo, manteniéndose hasta por un día y luego a -20 hasta por 30 días mientras se 
empieza el proceso de extracción de ADN. Este proceso es mucho más rápido comparando 
con lo tradicionalmente usado en genética de yuca CIAT, donde las muestras de campo se 
colecta en bolsas marcadas y se llevan a un horno para secarlas a 50C por 48 horas y luego se 
reempaca en tubos eppendorf  para iniciar el proceso de macerado y extracción 
Con esto se reduce a la mitad el tiempo que implica la logística para colectar una muestra y e 
iniciar la extracción.  
Este cambio implica además un cambio en el macerado pasando de usar tejido seco a tejido 
fresco como se verá más adelante. 
5.1.2.2 Extracción de ADN: 
El protocolo de extracción de ADN estandarizado para yuca y usado en los principales 
centros de investigación para trabajos con marcadores moleculares (CIAT, EMBRAPA 
IITA) es “Dellaporta, modificado” (ANEXO 1). Sin embargo implica muchos pasos, 
Requiere de nitrógeno liquido que no es disponible en muchos lugares etc. 
En general los principales pasos en un proceso de extracción de ADN son: 
• Fraccionamiento mecánico del tejido 
• Denaturación o destrucción de pared celular y membranas manteniendo la integridad 
de los Ácidos nucleicos. 
• Denaturación e in activación de enzimas  
• Separación de ADN y Eliminación de impurezas. 
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Como ya se menciono, hay diferentes caminos para agilizar la extracción de ADN 
modificando o eliminando pasos básicos de un protocolo, sacrificando calidad de ADN pero 
incrementando velocidad del proceso. 
 
Estandarización un protocolo de extracción para MAS en yuca: 
Se buscaron protocolos de extracción de ADN “rápidos” estandarizados para otros cultivos, 
donde no son necesarios equipos muy específicos.  
Los protocolos de extracción tenidos en cuento fueron: 
• Extracción alcalina usada en fríjol. (ANEXO 2) 
• Extracción Chelex (ANEXO 8) 
• Extracción TE 50 10 (ANEXO 4) 
 
Se hicieron algunas modificaciones en los protocolos para tratar de obtener un extracto crudo 
que contenga ADN que se pueda amplificar por PCR 
Las modificaciones se resumen así:  
 
A. Extracción Alcalina con buffer TrisHCl al doble de concentración  
B. Extracción Alcalina sin modificación con tejido recién colectado 
C. Extracción Alcalina con tejido colectado previamente y almacenado a -20C 
D. Extracción con TE 50 10 
E. Extracción Alcalina con la mitad de la concentración de sales. 
F. Extracción con CHELEX partiendo de un 0.25 cm2 de tejido 
G. Extracción con CHELEX partiendo de un 0.5 cm2 de tejido 
H. Extracción con CHELEX partiendo de un 1 cm2 de tejido 
 
En estos ensayos se incluyeron genotipos CR (resistentes a CMD), sus padres y/o genotipos 
controles. 
Posteriormente con cada uno de los extractos obtenidos se hicieron diferente diluciones: 
1:10, 1:20, 1:50. que se usaron como templado para PCR con 2 cebadores SSR de fácil 
amplificación (SSRY 51 y SSRY 40) (Figura VIII) 
 
La amplificación partiendo de estos extractos no fue muy clara para la mayoría de ensayos, 
los resultados no son consistentes, en ninguno de los ensayos hay amplificación de todos las 
muestras. Con el cebador SSRY 40 hay mejor amplificación, sin barridos, más definida en 
comparación al cebador SSRY 51. En general el mejor protocolo fue TE 50:10 pues la 
mayoría de las muestra amplificaron, el extracto funciono relativamente bien con ambos 
cebadores y con diferentes diluciones. La dilución que mejor amplificación mostró fue 1:50. 
(Figura VIII) 
 
Posteriormente, se realizaron amplificaciones con las diluciones de TE 50:10 usando otros 
cebadores universales para yuca, observándose inconsistencias. No todas las muestras 
amplifican con todo los cebadores. Teniendo en cuenta el tipo de cebadores usados, se 
esperaba amplificación en todos los genotipos, lo cual genera dudas en cuanto a la 
repetitividad y fiabilidad del la amplificación partiendo de este extracto crudo. 
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Este resultado corroboro lo obtenido en anteriores ensayos, (CIAT informe anual 2003) 
donde se hizo MAS partiendo de plantas in-vitro provenientes de rescate de Embriones y 
usando este mismo protocolo. 
 
Los protocolos de extracción rápida usados en estos experimentos no permiten ver la calidad 
de ADN en un gel de Agrarosa, y queda abierta la incertidumbre si una amplificación 
negativa (no amplificación en el PCR) se atribuye a la falta de molde, a la baja 
concentración, mala calidad (degradado) o a impurezas en el ADN obtenido. Para el caso de 
PCR con cebadores que tienen altos requerimientos en la reacción de amplificación, las 
impurezas en el ADN molde pueden afectar enormemente el PCR, reduciendo la 
repetitividad de los resultados. Esto cobra gran importancia en MAS pues en esencia es una 
prueba diagnóstica, que dictamina por si sola resistencia o susceptibilidad en términos 
genotípicos y fenotípicos.  
 
 
 
Figura VIII. Amplificación por PCR usando como molde los extractos obtenidos con los 
protocolos de extracción rápidos. 
 
Por lo anterior, se retomo el protocolo tradicional de yuca (Dellaporta) tratando de reducir los 
tiempos requeridos para cada proceso o eliminar pasos, todo con el objetivo de acelerar la 
capacidad de procesamiento de muestras. 
 
El macerado se modifico, considerando la imposibilidad del uso de nitrógeno liquido en este 
trabajo. Para acelerar este proceso con muestras provenientes de campo, al tejido se le 
adiciono dos tercios del volumen total a usar de buffer de extracción sin PVP y Beta-
mercaptoetanol, se calentó en baño maría a 95C por 4 min y se macero con una vara metálica 
durante 15segundos. Luego se completo el volumen con  buffer + PVP+ Beta-
mercaptoetanol, manteniendo la concentración final ideal de estos dos reactivos 
Para optimizar el macerado se fabrico un macerador múltiple  procesando 8 muestras a la 
vez/15 segundos, Por otro lado, los tubos se ubicaron en gradillas de 12*8 muestra. Se  
usaron 6 líneas de 8 muestras, dejando una línea vacía de por medio, facilitando así la 
manipulación de los tubos. Con estas modificaciones se procesan tandas de 48 muestras en 
1.5min. Los siguientes pasos se mantuvieron según el protocolo (ANEXO 6)ANEXO 1 
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Con el protocolo de extracción estandarizado para este trabajo, en estas condiciones 
particulares, una sola persona se puede procesar 270 muestras por día, completando todo el 
protocolo hasta tener ADN resuspendido en TE. 
 
Para muestras provenientes de invitro, el tejido también se colecto en tubos eppendorf,  para 
macerar se adiciona un tercio del buffer de extracción y se uso un taladro con una punta 
metálica o plásticas roma, no se calientan en baño María a 95C, esto se debe al poco  
volumen de tejido disponible, pues las hojas de plantas invitro son muy pequeñas. Luego se 
completo el volumen de buffer y se continuo con el proceso. (ANEXO 5¡Error! No se 
encuentra el origen de la referencia.) 
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Figura IX. Extracción de ADN 
5.1.3 Definición del esquema de MAS a usar en este trabajo 
 
Como se ha mencionado, la implementación de MAS en este esquema de mejoramiento 
participativo para plagas y enfermedades tiene lugar en 2 fases principales del proceso 
(Figura XI), uno en la fase de obtención de parentales resistentes a CMD, (parte izquierda de 
la figura) que se desarrollo en CIAT. La otra parte (derecha de la figura) tiene lugar en el 
esquema de mejoramiento de Tanzania. 
Este esquema de trabajo fue concebido enteramente por el Dr. Martín Fregene cuya línea de 
trabajo en este campo (y como genetista) se focalizó, en la búsqueda de marcadores 
asociados a CMD y otras características de interés para el desarrollo de MAS. (betacarotenos, 
Materia seca, deterioro post cosecha, % proteína en raíz, resistencia a ácaros entre otras). 
Como mejorador, busco la obtención de variedades superiores en África para estas mismas 
características, resultando la posibilidad de integración de mejoramiento convencional y no 
convencional, como se muestra en este trabajo. 
La fase A del esquema tiene una duración total  6 meses partiendo de la semilla sexual y 
pasando por rescate de embriones para obtención de plantas in-vitro. La extracción de ADN 
se hace a partir de una pequeña cantidad de tejido invitro por lo cual en el protocolo de 
extracción se usa un método para macerar diferente al usado con muestras obtenidas desde 
campo. 
La fase B o implementación de MAS en campo, incluye el muestreo que es también una 
evaluación fenotípica, y el trabajo de laboratorio, extracción de ADN, amplificación, geles y 
la lectura. Este proceso es paralelo al ciclo normal de campo, por lo cual no incrementa el 
tiempo del ciclo, solamente las tareas a realizar, pero aumenta enormemente la presión de 
selección y la eficiencia de la misma, viéndose reflejado en el siguiente ciclo de evaluación 
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en campo reduciendo enormemente las áreas experimentales, aumentando así la calidad de la 
información obtenida en adelante.  
5.1.3.1 Evaluación molecular 
 
En la figura (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.) se muestra en el producto 
amplificado por PCR la banda de interés para cada uno de los marcadores. 
La evaluación se hace mirando el polimorfismo del marcador, comparando la banda de 
interés presentes en TME3, (genotipo usado como control positivo y fuente de resistencia) 
con las bandas presentes en cada genotipo evaluado. El registro de la información se muestra 
en la Figura XII 
 
 
 
Figura X. Genotipificado con MAS, patrón de amplificación observado con cada uno de los 
marcadores usados en MAS  
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Figura XI. Pasos generales para el desarrollo de variedades mejoradas entre CIAT-ARI 
Tanzania, en el proyecto de mejoramiento participativo usando selección asistida por marcadores. En 
azul se resalta el trabajo MAS. 
 
 
A partir de este esquema se puede pensar en un proceso ideal sin entrar en las 
particularidades de este trabajo, sin embargo son las particularidades las que hacen necesario 
cambiar o modificar las metodologías establecidas, los protocolos y procesos; debido a 
limitantes físicos (equipos reactivos instalaciones etc.) humanos y económicos. 
 
 
5.2 FASE A “Obtención de material resistente a CMD CIAT” 
 
Los cruzamientos controlados entre los genotipos (C) resistentes a CMD, con materiales 
elites de sur-América o con genotipos BC1 derivados de M. esculenta spp. Flabellifolia 
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resistentes al acaro verde, se denominadas CR (resistente a CMD) y AR (resistentes a acaro y 
también a CMD) respectivamente. (Figura II) 
 
Para las familias CR, Un total de 2315 semillas se cosecharon de más de 3000 cruzamientos 
controlados realizados por el grupo de hibridaciones de genética de yuca. (informe anual 
2003). Se obtuvieron más de 1600 genotipos siguiendo el proceso rescate de embriones a 
cargo del grupo de cultivo de tejidos. 
 
Debido a inconvenientes por contaminantes bióticos, este número se redujo a 1100. Las 
plantas obtenidas se multiplicaron vegetativamente invitro. Solamente 998 genotipos 
tuvieron plantas con buen desarrollo y continuaron el proceso en la evaluación molecular. 
Estos genotipos se distribuyen en 70 familias (combinación de parentales diferente) 
asumiendo como iguales los recíprocos, estos son familias que tienen los mismos padres pero 
la madre pasa a cumplir la función de padre (donador de polen) y el padre hace la función de  
madre (aportando el ovulo, con la información genética citoplasmática)  
 
Con las familias CR se inicio por primera vez la evaluación mediante Selección Asistida con 
Marcadores en este proyecto integrando cultivo de tejidos, MAS y experimentos de campo 
para yuca, en CIAT. 
 
Para los siguientes sets de semillas, el proceso se perfecciono, logrando mejor eficiencia. 
Se evaluó el marcador NS158 asociado al gen CMD2 Figura XII. Usando una pequeña 
cantidad de tejido foliar para el análisis molecular siguiendo el protocolo de extracción con 
TE 50:10 (ANEXO 4). 
 
El 56% de los genotipos fueron resistentes con el marcador NS158, de estos 431 se evaluaron 
con el marcador SCAR RME1 para lo cual se hizo nuevamente extracción de ADN usando el 
protocolo Dellaporta modificado para extracción in-vitro, ya que la repetitividad de los 
resultados no fue buena cuando se usó como molde en la amplificación el extracto obtenido 
con el protocolo TE.  
 
Con esta evaluación 191 genotipos se seleccionaron como portadores putativos del gen 
CMD2 y fueron enviados a Tanzania. (Tabla III) 
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Figura XII. Ejemplo del registro de la información con los marcadores asociados al gen CMD2 
A) NS158, B) RME1  
MATERIALES CR
Number Code Mother Father TC Media Jars Tubes PCR Score
1 CR52A-30 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI S
2 CR52A-31 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
3 CR52A-32 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 NO -
4 CR52A-33 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
5 CR52A-34 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI S
6 CR52A-35 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
7 CR52A-36 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
8 CR52A-37 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
9 CR52A-40 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
10 CR42-1 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
11 CR42-2 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
12 CR42-3 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
13 CR42-4 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
14 CR42-5 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
15 CR42-6 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI S
16 CR42-7 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
17 CR42-9 C-18 MCOL 2206 4E 2** 0 SI R
18 CR9A-153 C-4 MTAI 8 4E 2** 0 SI S
19 CR9A-154 C-4 MTAI 8 4E 2** 0 SI R
20 CR9A-155 C-4 MTAI 8 4E 2** 0 SI S
21 CR9A-156 C-4 MTAI 8 4E 2** 0 SI S
22 CR20A-1 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 SI R
23 CR20A-2 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 SI R
24 CR20A-3 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 NO -
25 CR20A-4 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 SI R
26 CR20A-5 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 SI R
27 CR20A-6 CM3306-4 C-33 4E 2** 0 SI R
28 CR14B-1 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
29 CR14B-3 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
30 CR14B-4 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
31 CR14B-5 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
32 CR14B-6 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
33 CR14B-7 C-4 CM523-7 4E 2** 0 NO -
34 CR14B-8 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
35 CR14B-9 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
36 CR14B-10 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
37 CR14B-11 C-4 CM523-7 4E 2** 0 NO -
38 CR14B-12 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
39 CR14B-13 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
40 CR14B-14 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
41 CR14B-16 C-4 CM523-7 4E 2** 0 SI R
42 CR52A-41 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
43 CR52A-42 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 NO -
44 CR52A-43 C-243 SM1219-9 4E 2** 0 SI R
45 CR9B-5 MTAI 8 C-4 4E 2** 0 SI S
46 CR25-2 CM7951-5 C-33 4E 2** 0 NO -
47 CR23-1 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI R
48 CR23-2 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI S
49 CR23-3 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI R
50 CR23-4 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI S
51 CR23-5 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI S
52 CR23-6 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI R
53 CR23-7 CM7951-5 C-4 4E 2** 0 SI R
In Vitro MAS Green house plants
 
PLACA No1
ITEM CODIGO MADRE PADRE No. FRASCOS CC EVAL. MICRO  EVAL. SCAR POSO COD. TEJIDO PLACA No. No DE PLANTAS EN INVERNADERO
1 CR7B-10 MCOL 1734 C-4 S S 1 109 1
2 CR7A-35 C-4 MCOL 1734 R S 2 42 1
3 CR8A-9 C-4 MCOL 2206 R R 4 123 1
4 CR8A-3 C-4 MCOL 2206 R S 5 117 1
5 CR7A-41 C-4 MCOL 1734 S S 6 85 1
6 CR8A-5 C-4 MCOL 2206 R R 7 119 1
7 CR8A-27 C-4 MCOL 2206 R S 8 141 1
8 CR9B-19 MTAI 8 C-4 - S 9 329 1
9 CR7A-33 C-4 MCOL 1734 R S 10 40 1
10 CR7A-18 C-4 MCOL 1734 S S 11 37 1
11 CR8A-6 C-4 MCOL 2206 R S 12 120 1
12 CR8A-15 C-4 MCOL 2206 R R 13 129 1
13 CR10A-19 C-127 MCOL 1734 S S 14 349 1
14 CR10A-15 C-127 MCOL 1734 R S 15 345 1
15 CR9B-1 MTAI 8 C-4 S S 16 311 1
16 CR7A-43 C-4 MCOL 1734 R S 17 87 1
17 CR7A-49 C-4 MCOL 1734 R S 18 93 1
18 CR-8A-10 C-4 MCOL 2206 R S 19 124 1
19 CR8B-2 MCOL 2206 C-4 S R 20 147 1
20 CR7B-8 MCOL 1734 C-4 S S 21 107 1
21 CR7A-19 C-4 MCOL 1734 S S 22 38 1
22 CR8B-1 MCOL 2206 C-4 R R 26 146 1
23 CR7A-38 C-4 MCOL 1734 R S 31 82 1
24 CR8A-16 C-4 MCOL 2206 R R 32 130 1
25 CR7A-51 C-4 MCOL 1734 S S 34 95 1
26 CR7A-53 C-4 MCOL 1734 S S 35 97 1
27 CR10B-26 MCOL 1734 C-127 S S 37 376 1
28 CR7B-6 MCOL 1734 C-4 R S 38 105 1
29 CR9B-5 MTAI 8 C-4 S S 39 315 1
30 CR10A-4 C-127 MCOL 1734 S S 40 334 1
31 CR8A-29 C-4 MCOL 2206 R S 41 143 1
32 CR9B-16 MTAI 8 C-4 - S 42 326 1
33 CR-8A-31 C-4 MCOL 2206 R R 44 145 1
34 CR10A-13 C-127 MCOL 1734 S S 45 343 1
35 CR7B-13 MCOL 1734 C-4 R S 46 112 1
36 CR8A-20 C-4 MCOL 2206 R R 47 134 1
37 CR7B-3 MCOL 1734 C-4 S S 48 102 1
38 CR10A-9 C-127 MCOL 1734 S S 49 339 1
39 CR8A-22 C-4 MCOL 2206 R R 50 136 1
40 CR7B-11 MCOL 1734 C-4 S S 51 110 1
41 CR9B-3 MTAI 8 C-4 S S 53 313 1
42 CR9B-9 MTAI 8 C-4 - S 55 319 1
43 CR10A-20 C-127 MCOL 1734 S S 56 350 1
44 CR9B-4 MTAI 8 C-4 S S 57 314 1
45 CR10B-11 MCOL 1734 C-127 S S 59 361 1
46 CR7B-5 MCOL 1734 C-4 R S 60 104 1
47 CR7B-4 MCOL 1734 C-4 R S 61 103 1
48 CR7A-54 C-4 MCOL 1734 R S 62 98 1
49 CR10B-27 MCOL 1734 C-127 - S 63 377 1
50 CR7B-12 MCOL 1734 C-4 S S 64 111 1
51 CR10A-6 C-127 MCOL 1734 S S 65 336 1
52 CR10A-14 C-127 MCOL 1734 R S 66 344 1
53 CR9B-17 MTAI 8 C-4 - S 67 327 1
54 CR10A-11 C-127 MCOL 1734 S S 68 341 1
55 CR8A-28 C-4 MCOL 2206 R R 69 142 1
56 CR7B-1 MCOL 1734 C-4 S S 70 100 1
57 CR8A-21 C-4 MCOL 2206 - R 71 135 1
58 CR10A-7 C-127 MCOL 1734 S S 72 337 1
59 CR8A-11 C-4 MCOL 2206 R S 73 125 1
60 CR7A-42 C-4 MCOL 1734 S S 75 86 1
61 CR10A-16 C-127 MCOL 1734 S R 76 346 1
62 CR9B-15 MTAI 8 C-4 - S 77 325 1
63 CR10B-1 MCOL 1734 C-127 S S 78 351 1
64 CR10A-18 C-127 MCOL 1734 S S 79 348 1
65 CR-8A-26 C-4 MCOL 2206 R R 81 140 1
66 CR10A-8 C-127 MCOL 1734 S S 83 338 1
67 CR10A-1 C-127 MCOL 1734 S S 84 331 1
68 CR10B-9 MCOL 1734 C-127 S S 86 359 1
69 CR-9B-8 MTAI 8 C-4 S 87 318 1
70 CR8B-5 MCOL 2206 C-4 R S 89 150 1
71 CR10A-12 C-127 MCOL 1734 S S 90 342 1
72 CR9B-7 MTAI 8 C-4 - S 92 317 1
73 CR9B-10 MTAI 8 C-4 - S 93 320 1
74 95 CT 1
75 96 CT 1
124
96 73
72 49
48 25
 
 
 
Para las familias AR, un total de 1490 semillas entraron al procesos de recate de embriones, 
formándose exitosamente 1291 genotipos de 43 familias BC2. 
 
Para este set se utilizo el protocolo de extracción de Dellaporta modificado para extracción 
in-vitro. En la evaluación molecular se usaron los dos marcadores NS158 y RME1. 335 
genotipos fueron seleccionados por MAS, estos se enviaron a Tanzania para entrar en el 
programa de mejoramiento, siendo la base para iniciar un esquema de mejoramiento 
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participativo auspiciado por la fundación Rockefeller. (Tabla IV).Con esto se completo un 
total de 526 genotipos enviados  
 
Tabla III. Listado de familias y número de genotipos CR con resistencia a CMD 
introducíos en Tanzania. 
 
Código Madre Padre No. Número de genotipos 
CR11 MCOL 2206 C-127 15 
CR14 C-4 CM523-7 6 
CR15 CM523-7 C-33 2 
CR20 CM3306-4 C-33 5 
CR21 CM3306-4 C-243 3 
CR24 CM7951-5 C-18 3 
CR25 CM7951-5 C-33 1 
CR26 CM7951-5 C-39 1 
CR27 CM7951-5 C-243 8 
CR34 SM1741-1 C-18 5 
CR35 SM1741-1 C-33 5 
CR36 SM1741-1 C-39 2 
CR37 C-4 CM4574-7 3 
CR41 C-18 MCOL 2056 3 
CR42 C-18 MCOL 2206 5 
CR43 C-33 CM4574-7 13 
CR44 C-39 CM3306-4 3 
CR45 C-39 CM4574-7 9 
CR46 C-39 SM1219-9 1 
CR49 C-243 CM4574-7 6 
CR51 C-243 OW280-1 5 
CR52 C-243 SM1219-9 15 
CR53 C-243 MCOL 2206 1 
CR54 C-243 MTAI 8 8 
CR55 MBRA 12 C-18 2 
CR57 MCOL 2206 C-18 4 
CR58 MMAL 66 C-18 2 
CR59 MTAI 2 C-18 6 
CR62 MTAI 8 C-39 3 
CR8 C-4 MCOL 2206 13 
CR9 C-4 MTAI 8 33 
Total   191 
 
 
La selección asistida por marcadores para resistencia a CMD, Además de ser una medida 
activa para obtener germoplasma resistente que sirva que como base en los programas de 
mejoramiento de yuca, para zonas donde hay fuerte incidencia de la enfermedad como en 
Tanzania, también es una medida preventiva en caso de que el virus sea introducido 
accidentalmente en América. Como fuente de resistencia al virus se tienen genotipos 
denominados C provenientes de África IITA derivados de TME3, portadores de un gen 
Dominante CMD2 (Akano et. al. 2002; Moreno and Fregene datos no publicados), este gen a 
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mostrado altos niveles de resistencia a un amplio espectro de rasas de el virus en el África 
sub sahárica incluyendo la variante del virus de Uganda (UgV) ACMV and EACMV (Akano 
2002, CIAT 2001).  De este modo MAS está basada en el uso de marcadores que han sido 
identificados previamente y que están asociados con la resistencia conferida por el gen 
CMD2  
 
Tabla IV. Listado de familias y numero de genotipos AR con resistencia a CMB 
introducidos en Tanzania 
 
código Madre Padre No. d 
AR1-1 C-127 CW27-12 85 
AR11-2 C-243 CW259-43 6 
AR23-1 C-39 CW259-43 1 
AR26-2 C-413 CW259-43 1 
AR41-2 C-19 CW259-42 1 
AR37-1 C-33 CW259-42 41 
AR38-1 C-377 CW259-42 5 
AR40-3 C-39 CW259-42 13 
AR42-3 C-413 CW259-42 3 
AR16-1 C-33 CW259-3 12 
AR22-1 C-39 CW259-3 1 
AR36-5 C-127 CW259-10 9 
AR34-2 C-19 CW259-10 1 
AR32-1 C-33 CW259-10 3 
AR33-1 C-39 CW259-10 1 
AR17-1 C-33 CW258-17 14 
AR21-2 C-39 CW258-17 1 
AR30-3 C-413 CW258-17 3 
AR9-2 C-243 CW257-12 43 
AR15-1 C-33 CW257-12 9 
AR20-1 C-39 CW257-12 1 
AR35-1 C-243 CW257-10 2 
AR14-1 C-33 CW257-10 7 
AR6-1 C-4 CW235-72 9 
AR7-4 C-127 CW234-2 25 
AR4-1 C-19 CW234-2 1 
AR8-3 C-243 CW234-2 1 
AR12-2 C-33 CW234-2 30 
AR2-3 CW236-14 C-4 6 
Total     335 
 
 
 
El uso de MAS fue de relevante importancia porque permitió manejar un gran número de 
cruzamientos y semillas, reduciendo las poblaciones iniciales de una manera lógica, eficiente 
y confiable, reduciendo el tamaño de los experimentos en campo, en un tiempo de 
aproximadamente un tercio de un ciclo de evaluación en campo. 
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Esto permite acelerar el proceso normal, para logar combinar resistencia a CMD y CGM 
cumpliendo con el objetivo de este programa de mejoramiento particular. Además, la 
introducción de estos materiales desde Colombia a África creó una muy buena base para los 
programas de mejoramiento. Este nuevo germoplasmas está ampliando la base genética, 
esencial para procesos de selección, pues genes nuevos provenientes de germoplasma 
cultivado de América y de los ancestros silvestres (Flabelifolia) han sido introducidos. 
También, estos genotipos presentan la ventaja de ser materiales resistentes a CMD, con la 
posibilidad de hacer el seguimiento de la resistencia mediante marcadores moleculares 
acelerando las siguientes etapas. La evaluación de estos materiales en diferentes zonas agro 
ecológica en África permitió la selección de algunos de estos materiales para iniciar 
cruzamientos combinando las características deseables de las variedades locales con 
resistencia a CMD y otros posibles genes que aumenten el potencial de producción etc.  
 
5.3 FASE B “Combinación de variedades tradicionales de Tanzania con materiales 
resistentes CIAT introducidos.” 
 
5.3.1 Evaluación Fenotípica. 
Se generaron 301 familias, 192 de cruzamientos controlados y 110 de cruzamientos abiertos, 
para un total de 16309 genotipos sembradas, 8304 de cruzamientos controlados y 8005 de 
cruzamientos abiertos. 
 
En la Tabla V se muestra un resumen general de los experimentos en campo. En la 
evaluación a los 6 meses 4373 plantas es decir el 30.07% del total sembrado o 52.97% de las 
plantas vivas mostraron ausencia de síntomas de la enfermedad en los campos de 
observación en Tanzania. De estas plantas se colectaron muestras para la evaluación con los 
marcadores asociados a la enfermedad. 
 
Tabla V. Resumen general de las evaluaciones sobre los campos de observación en 
Tanzania  
Siembra BATCH 1 BLOQUE1 BATCH 1 BLOCQUE2 Totales 
Cruzamiento C1 O2 CIAT O TZ3 C O CIAT O TZ 
  
Total sembradas bloque 11893 4416 16309 
# Plantas sembradas 8304 3019 570 - 1719 2697   
% Plantas vivas 63.28 57.70 60.00 - 39.91 45.72 56.77 
Plantas muertas 36.72 42.30 40.00 - 60.09 54.28 43.23 
% Colectadas del total sembrado 34.16 37.60     22.63 20.13 30.07 
% Colectadas del total vivas  53.99 65.15 -   56.71 44.04 52.97 
1C cruzamiento controlado 
2O polinización abierta  con parental CIAT conocido (madre) 
3TZ Tanzania con parental local conocido (madre) 
 
 
Para los cruzamientos abiertos, las familias donde el parental conocido es de Tanzania (O TZ 
en la Tabla V), los genotipos no fueron evaluados con marcadores moleculares pues en el 
proceso de fecundación el polen pudo provenir de un material CIAT o de Tanzania 
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(polinización no controlada), por lo cual el seguimiento de la relación de fuente de resistencia 
y marcador se pierde. 
 
En promedio el 43 % de las plantas sembradas murieron antes de la evaluación de los 6 
meses, con valores más elevados en el bloque 2. Este es un primer filtro de selección, que 
aunque  “no controlada” es importante pues las condiciones ambientales y de manejo limitan 
la adaptación de los materiales, de esta forma solo los materiales más vigorosos que 
presentan alguna ventaja en estas condiciones tendrán un buen desarrollo. 
 
la presión de la enfermedad aumento en un 15% entre los 3 y 6 meses, siendo este el segundo 
filtro de selección Por otro lado, familias con madre CIAT en polinización abierta presentan 
los valores más  altos plantas resistentes  esto es posiblemente debido a  que algunas  familias 
sean el producto de 2 materiales CIAT, por lo cual en la descendencia se tendría un mayor 
porcentaje de plantas sanas o libres del síntomas, incrementando el promedio de sobre-
vivencia en esta clase (O CT) 
 
Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo es introducir algunas 
características agronómicas deseables de materiales cultivados de CIAT y con esto ampliar 
un poco la variabilidad genética que permita al mejorador tener materia para la selección y el 
mejoramiento; los cruzamientos se concentraron en combinar materiales CIAT con las 
mejores variedades locales.  
 
Los parentales Kifumulo, Muzege, Namikonga (variedades locales de Tanzania) fueron los 
más usados como padres en el esquema de cruzamientos, con 40, 41 y 44 familias 
respectivamente, los parentales Kalolo con 1103 genotipos, Namikonga con 825, 
Nanchinyaya con 642 y Mfaransa con 534 genotipos, fueron los más usados como madres. 
En general esto también dependió de la disponibilidad de floración y de la afinidad para 
formación de semilla.  
 
Los parentales CIAT mas usados como padres fueron AR30-3 con 771 genotipos, CR52A-19 
con 339 y CR20A-6 con 271 genotipos. Como madres los más usados fueron AR42-4 con 
696 genotipos, AR15-2 con 543 y CR20A-6 con 407 genotipos  
 
En este esquema una serie de acontecimientos sirven de filtros para reducir el número de 
materiales, lo que es indirectamente una selección. Así del total de cruzamientos hechos no 
todos produjeron semilla. De las semillas obtenidas no todas germinaron en semilleros, lo 
que característico en yuca. Siguiendo el proceso, no todas las plantas sembradas en campo se 
establecieron debido a las rigurosas condiciones ambientales, y en alguna media a manejo 
agronómico. Si se suma el hecho de que en esta fase del proceso de mejoramiento no hay 
posibilidad de tener un diseño experimental con replicas por genotipo, debido a la naturaleza 
alógama de la yuca, lo que impide una discriminación sistemática; se llego a una reducción 
drástica el tamaño de las poblaciones, pudiendo entenderse, sin afirmarse que las plantas 
sobrevivientes tienen o tuvieron una ventaja con posibles causas genéticas. Sin embargo la  
reducción ocurrida hasta aquí no necesariamente es lógica y si hay problemas de manejo 
agronómico o factores extraños se pueden estar perdiendo genotipos valiosos. 
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Gracias a la alta incidencia de la enfermedad que se ha registrado históricamente en la 
estación experimental de Chammbezi la evaluación Fenotípica permitió una alta astringencia 
en la selección, como otro filtro más en la selección. La evaluación fenotípica de las plantas 
busco eliminar tajantemente individuos con síntomas del virus sin embargo una evaluación 
con una escala de síntomas habría permitido discernir acerca del mecanismo de resistencia. 
En este punto es importante recordar que la fuente de resistencia es un gen dominante 
(Akano et al 2002.) lo cual hace poco probable encontrar algún nuevo mecanismo a menos 
que combinaciones particulares generadas en los cruzamientos y/o la expresión de otros 
genes, generen otras respuestas de resistencia. 
 
Debido a la falta de uniformidad que normalmente se presenta en los campos experimentales 
(a pesar del uso de plantas susceptibles para aumentar la presión de la enfermedad); a la 
carencia de un diseño experimental más elaborado en esta etapa del esquema; está abierta la 
posibilidad de tener  escapes, los cuales no se pueden eliminar sino hasta el siguiente ciclo de 
selección. En este punto el uso de una Herramienta como MAS es de gran ayuda para la 
reducción de costos y tiempos en la evaluación. 
 
Como se observa en la fase A de generación de materiales resistentes en CIAT, la integración 
de diferentes herramientas como cultivo de tejidos, donde hay una mayor eficiencia en la 
obtención de genotipos a partir de semilla, sumado a fácil propagación vegetativa en yuca 
hace que el trabajo sea más dirigido, llegando a un número determinado de plantas en campo 
a partir de un numero mucho menor de semillas, y cruzamientos comparando con lo utilizado 
en campo en esquemas de mejoramiento convencional. 
 
En el caso del uso de cultivo de tejidos los filtros de selección son: la eficiencia en los 
procesos mismo, que puede reflejar si hay alguna característica de las semilla que dificulte o 
facilite el rescate de embriones. En cualquier caso, selección en etapas tempranas en el 
esquema tradicional en campo o selección en invitro, MAS  es una prueba lógica y su 
implementación brinda seguridad y veracidad en la selección. 
 
5.3.2 Identificación y Colecta de Material Vegetal. 
 
Para tener un fácil manejo de los genotipos, listados, evaluaciones etc. una de las opciones 
más sencillas es la identificación de materiales con un consecutivo, sin embargo si se pierde 
una planta, y si no se tiene referencias claras de control para el consecutivo; se puede generar 
confusiones. El agravante de esta identificación es que al cometer un error, este se verá 
reflejado de ahí en adelante en todo el experimento. 
 
Por otro lado, la identificación usada para los genotipos en este experimento es muy 
informativa, permitiendo al investigador contrastar la información con sus registros, además 
facilita el trabajo pues la identificación resume muchos de los campos de la base de datos que 
se generó con las evaluaciones sobre el experimento. 
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Como no todos los materiales colectados se evaluaron con marcadores moleculares (Tabla 
VII), este código facilitó el reordenamiento de muestra en grupos de 96 (que es el tamaño de 
los platos de PCR) maximizando el uso de los equipos y la eficiencia en el procesamiento.  
 
5.3.3 Selección de Familias para la Evaluación con MAS. 
 
Para definir las familias sobre las que fue posible implementar MAS, se evaluaron 79 
parentales mas dos genotipos, TME3 como control positivo y NG 11 como control negativo 
de la reacción de amplificación por PCR con los cuatro marcadores (RME1, RME4, NS158, 
NS169) asociados al gen CMD2 que confiere resistencia al virus del mosaico africano 
(CMD). Tabla VI  
 
 
Tabla VI. Valoración de los parentales usados en Tanzania con los 4 marcadores 
asociados al gen de resistencia CMD2.  
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Serial No Parents RME-4 NS158 RME-1 NS169 Serial No Parents RME-4 NS158 RME-1 NS169
1 AR9-2 R R R R 55 CR52A-19 R R R R
2 AR9-22 R R R R 56 CR54B-44 R R R R
3 AR9-6 R R R R 57 ALBERT R R R R
4 AR9-18 R R R R 58 AMANI R R R R
5 AR9-44 R R R R 59 BWANA MREFU R R R R
6 AR11-12 R R S R 60 KABINDA S R S R
7 AR12-11 R R R R 61 KALOLO S R S R
8 AR12-14 R R R R 62 KIBAHA R R R R
9 AR14-1 R R R R 63 KIBANDAMENO R R R R
10 AR14-2 R R R R 64 KIFUMULO S R S R
11 AR14-5 R R R R 65 KIGOMA MTOTO R R R R
12 AR14-14 R R R R 66 KIGOMA RED S R S R
13 AR15-2 R R R R 67 KILOKOTE R R R R
14 AR15-9 R R R R 68 KIROBA R R R R
15 AR15-10 R R R R 69 LIMBANGA S S S S
16 AR16-1 R R R R 70 LIPUKALYENE R R S S
17 AR16-3 R R R R 71 MFARANSA R S S S
18 AR16-8 R R R R 72 MKIWA R R R R
19 AR16-16 R R R R 73 MUZEGE R R R R
20 AR17-5 R R R S 74 MZUNGU R R R R
21 AR17-8 R S S S 75 NANCHINYAYA R R S S
22 AR17-16 R R R S 76 NAMIKONGA R R R R
23 AR17-18 R R R S 77 NDL90/34 R R R R
24 AR17-23 R R R R 78 UKG93/44 S S R S
25 AR17-25 R R R R 79 AMANI R R R R
26 AR17-27 R R R R 80 TME R R - R
27 AR30-3 R R R R 81 NGA R S - S
28 AR30-4 R R R R 
29 AR50-5 R R R R
30 AR50-5 R R R R
31 AR32-1 R R R R
32 AR35-1 R R R R
33 AR37-1 R R R R
34 AR37-38 R R R R
35 AR37-48 R R R R
36 AR37-54 R R R R
37 AR37-73 R R R R
38 AR37-81 R R R R
39 AR37-96 R R R R
40 AR38-3 R R R R
41 AR38-6 R R R R
42 AR40-12 S R R R
43 AR41-2 R R R R
44 AR42-4 R R R R
45 CR11A-20 S R R R
46 CR11A-25 S R R R
47 CR20B-2 R R R R
48 CR20A-6 - R R R
49 CR25-4 S R R R
50 CR27-24 S R R R
51 CR27-99 S R R R
52 CR43-13 R R R R
53 CR44-6 R R R R
54 CR45-9 R R R R
 
 
Como se observa en la Tabla VI algunos de los parentales “variedades locales” de Tanzania 
presentan un producto amplificado Igual al control positivo de amplificación. Esto puede  ser 
explicado por la cercanía genealógica entre la fuente de resistencia (TME3) y las variedades 
locales de Tanzania. Todos estos materiales tienen como origen un pequeño grupo de 
genotipos introducidos a África cuando esta planta llego proveniente de Brasil (Cock, 1985). 
A partir de este material genético y los subsecuentes procesos de recombinación en cada 
generación sexual, se expreso la variabilidad que exhibe actualmente la yuca en África. Para 
el caso específico de la resistencia a CMD es factible que la alta frecuencia de recombinación 
entre materiales en África, muy cercanos genéticamente, haga que la relación marcador-gen 
se halla roto. Como consecuencia aparecieron genotipos con el marcador pero sin la 
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resistencia y se incremento la frecuencia del marcador en el germoplasma actual de África. 
Estos dos fenómenos dificultaron el proceso de MAS usando germoplasma susceptible de 
África como parental e hizo necesaria la selección de familias para MAS donde el marcador 
fue informativo, antes de iniciar el proceso como tal. 
 
Para el caso de germoplasma de América latina este inconveniente no se presenta, la 
frecuencia de recombinación que afecta a la banda es menor, la frecuencia de la banda en el 
germoplasma de América es menor (este tiene mayor variabilidad genética, además es el 
centro de origen de yuca). Por esto, el desarrollo de materiales resistente en América latina 
para su uso tanto en América, como prevención a un eventual brote de CMD en América o en 
África, como solución a un problema establecido, es de relevante importancia, facilitando los 
avances en la obtención de variedades con mejores características agronómicas y resistencia 
a la enfermedad para el caso de África 
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Figura XIII. Tinción con Plata de geles poliacrilamida (1A, B and C) y tinción con bromuro de etidium en geles de agarosa (1D) de 
amplificaciones por PCR sobre los parentales de las poblaciones de Mejoramiento de Tanzania con los marcadores asociados con resistencia a 
CMD2 designados como RME-4 (1A), NS158 (1B), NS169 (1C) y RME-1 (1D). 
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Es bueno mencionar que los materiales introducidos desde CIAT provienen del mismo 
linaje donde se definió la relación entre resistencia fenotípica a CMD y los marcadores. 
Sobre estos se ha avenido haciendo seguimiento de la resistencia con marcadores (MAS) 
en CIAT, con su confirmación fenotípica en Tanzania al momento de introducción de 
materiales a esta zona, donde la enfermedad es endémica. 
 
 
Para cada familia, los parentales fueron comparados buscando polimorfismo para el 
producto amplificado con los marcadores asociados al gen. El criterio de selección 
además depende de cómo se generó la familia en cuanto al tipo de cruce, si es 
proveniente de cruzamiento controlado o polinización abierta. 
 
 
Para los cruzamientos controlados se seleccionaron las familias donde hay presencia del 
producto amplificado en el parental proveniente de CIAT, donante del gen de resistencia 
y fenotípicamente resistente. Mientras que el parental de Tanzania o “variedad local”, 
fenotípicamente susceptible, presenta ausencia del producto amplificado. 
 
 
Para los cruzamientos abiertos, solamente se seleccionaron las familias donde el parental 
conocido es proveniente de CIAT con presencia del producto amplificado.  
Solo en estas familias se tiene certeza de la relación entre resistencia fenotípica y 
marcador. 
 
 
De acuerdo con estos criterios de selección, 68 familias proveniente de cruzamientos 
controlados y 71 familias de polinización abierta fueron seleccionadas para MAS usando 
algunos de los 4 marcadores asociados con la resistencia al gen CMD2 (Tabla VIII) 
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Tabla VII. Familias seleccionadas para mas basándose en el polimorfismo de los 4 
marcadores asociados con el gen CMD2 evaluados en los parentales. (A) familias 
obtenidas por cruzamientos controlados (B) familias obtenidas por polinización abierta. 
A Cruzamientos controlados 
Madre Padre Nombre Familia  RME-1 evaluación RME-4 evaluación NS158 evaluación NS169 evaluación 
Kalolo AR 42-4 KHC01 yes yes     
Kalolo CR 20A-6 KHC02 yes yes     
Kalolo CR 20B-2 KHC03 yes yes     
Kalolo AR 30-3 KHC04 yes yes     
Kalolo AR 32-1 KHC05 yes yes     
Kalolo AR 9-18 KHC06 yes yes     
Kalolo AR 9-44 KHC07 yes yes     
Kalolo CR 52A-19 KHC09 yes yes     
Nanchinyaya AR 9-18 KHC10 yes no     
Nanchinyaya AR 9-44 KHC13 yes no     
Nanchinyaya CR 20A-6 KHC14 yes no     
Nanchinyaya CR 52A-19 KHC15 yes no     
Nanchinyaya CR 27-24 KHC16 yes no     
AR 9-2 Kifumulo KHC163 yes yes     
AR 9-6 Kifumulo KHC164 yes yes     
AR 9-18 Kifumulo KHC165 yes yes     
AR 9-44 Kifumulo KHC166 yes yes     
AR 12-11 Kifumulo KHC167 yes yes     
AR 12-14 Kifumulo KHC168 yes yes     
AR 14-1 Kifumulo KHC169 yes yes     
AR 30-4 Kifumulo KHC170 yes yes     
AR 14-2 Kifumulo KHC171 yes yes     
AR 15-2 Kifumulo KHC172 yes yes     
AR 15-9 Kifumulo KHC173 yes yes     
AR 16-1 Kifumulo KHC174 yes yes     
AR 16-16 Kifumulo KHC175 yes yes     
AR 17-5 Kifumulo KHC176 yes yes     
AR `17-16 Kifumulo KHC177 yes yes     
AR 17-18 Kifumulo KHC178 yes yes     
AR 17-25 Kifumulo KHC179 yes yes     
AR 17-27 Kifumulo KHC180 yes yes     
AR 30-3 Kifumulo KHC181 yes yes     
AR 30-5 Kifumulo KHC182 yes yes     
AR 32-1 Kifumulo KHC183 yes yes     
AR 35-1 Kifumulo KHC184 yes yes     
AR 37-38 Kifumulo KHC185 yes yes     
AR 37-48 Kifumulo KHC186 yes yes     
AR 37-54 Kifumulo KHC187 yes yes     
AR 37-73 Kifumulo KHC188 yes yes     
AR 38-3 Kifumulo KHC189 yes yes     
AR 38-6 Kifumulo KHC190 yes yes     
AR 41-2 Kifumulo KHC191 yes yes     
AR 42-1 Kifumulo KHC192 yes yes     
AR 42-4 Kifumulo KHC193 yes yes     
CR 20A-6 Kifumulo KHC194 yes yes     
CR 27-24 Kifumulo KHC196 yes no     
CR 27-99 Kifumulo KHC197 yes no     
CR 44-6 Kifumulo KHC198 yes yes     
CR 25-4 Kifumulo KHC199 yes no     
CR 20B-2 Kifumulo KHC200 yes yes     
CR 52A-19 Kifumulo KHC201 yes yes     
CR 54B-44 Kifumulo KHC202 yes yes     
Mfaransa AR 9-44 KHC35 yes no yes yes  
Mfaransa AR 30-3 KHC36 yes no yes yes  
Mfaransa AR 42-4 KHC37 yes no yes yes  
Mfaransa AR 11-12 KHC38 yes no yes yes  
Mfaransa AR 9-18 KHC39 yes no yes yes  
Mfaransa AR 38-3 KHC40 yes no yes yes  
Mfaransa CR 20B-2 KHC41 yes no yes yes  
Mfaransa CR 52A-19 KHC42 yes no yes yes  
Kifumulo AR 30-3 KHC47 yes yes     
Kifumulo AR 42-4 KHC48 yes yes     
Kifumulo CR 20A-6 KHC49 yes yes     
Kigoma red AR 42-4 KHC66 yes yes     
Limbanga AR 30-3 KHC71 yes yes yes   
Limbanga CR 52A-19 KHC72 yes yes yes   
Kabinda AR 9-18 KHC74 yes yes     
Kabinda AR 30-3 KHC75 yes yes     
. 
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B Polinización abierta 
Madre Familia RME-1 evaluación RME-4 evaluación NS158 evaluación 
AR 9-44 KHO10 yes yes yes 
AR 9-6 KHO11 yes yes yes 
AR 9-2 KHO12 yes yes yes 
AR 9-18 KHO13 yes yes yes 
AR 42-4 KHO16 yes yes yes 
AR 9-2 KHO17 yes yes yes 
AR 9-18 KHO18 yes yes yes 
AR 9-44 KHO19 yes yes yes 
AR 16-8 KHO20 yes yes yes 
AR 17-23 KHO21 yes yes yes 
AR 30-3 KHO22 yes yes yes 
AR 30-4 KHO23 yes yes yes 
AR 38-3 KHO24 yes yes yes 
AR 38-6 KHO25 yes yes yes 
AR 41-2 KHO26 yes yes yes 
AR 42-4 KHO27 yes yes yes 
AR 37-1 KHO28 yes yes yes 
CR 11A-25 KHO30 yes no yes 
CR 43-13 KHO31 yes yes yes 
CR 45-9 KHO32 yes yes yes 
CR 45-9 KHO04 yes yes yes 
AR 9-2 KHO43 yes yes yes 
AR 9-6 KHO44 yes yes yes 
AR 9-18 KHO45 yes yes yes 
AR 9-44 KHO46 yes yes yes 
AR 12-11 KHO48 yes no yes 
AR 12-14 KHO49 yes yes yes 
AR 41-2 KHO05 yes yes yes 
AR 14-1 KHO50 yes yes yes 
AR 14-2 KHO51 yes yes yes 
AR 14-5 KHO52 yes yes yes 
AR 14-14 KHO53 yes yes yes 
AR 15-2 KHO54 yes yes yes 
AR 15-9 KHO55 yes yes yes 
AR 16-1 KHO56 yes yes yes 
AR 16-3 KHO57 yes yes yes 
AR 16-16 KHO58 yes yes yes 
AR 17-5 KHO59 yes yes yes 
AR 38-6 KHO06 yes yes yes 
AR 17-16 KHO60 yes yes yes 
AR 17-18 KHO61 yes yes yes 
AR 17-23 KHO62 yes yes yes 
AR 17-25 KHO63 yes yes yes 
AR 17-27 KHO64 yes yes yes 
AR 30-3 KHO65 yes yes yes 
AR 30-5 KHO66 yes yes yes 
AR 32-1 KHO67 yes yes yes 
AR 35-1 KHO68 yes yes yes 
AR 37-1 KHO69 yes yes yes 
AR 37-1 KHO07 yes yes yes 
AR 37-38 KHO71 yes yes yes 
AR 37-48 KHO72 yes yes yes 
AR 37-54 KHO73 yes yes yes 
AR 37-73 KHO74 yes yes yes 
AR 37-81 KHO75 yes yes yes 
AR 37-96 KHO76 yes yes yes 
AR 38-6 KHO77 yes yes yes 
AR 40-12 KHO79 yes no yes 
AR 30-3 KHO08 yes yes yes 
AR 41-2 KHO81 yes yes yes 
AR 42-4 KHO82 yes yes yes 
CR 11A-20 KHO84 yes no yes 
CR 20A-6 KHO85 yes no yes 
CR 20B-2 KHO86 yes yes yes 
CR 25-4 KHO87 yes no yes 
CR 27-24 KHO88 yes no yes 
CR 27-99 KHO89 yes no yes 
AR 16-8 KHO09 yes yes yes 
CR 43-13 KHO90 yes yes yes 
CR 52A-19 KHO91 yes yes yes 
CR54B-44 KHO92 yes yes yes 
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5.3.4 Evaluación molecular de los genotipos y análisis de resultados  
Tabla VIII. Resumen de familias seleccionadas para la evaluación con cada uno de los 
marcadores  
 
Cruzamientos controlados 
Familias  RME SSRY28 NS158 
# Evaluadas 68 52 10 
# NO Evaluadas  132 150  
Total 202 202  
 
   
Polinización Abierta desde poli cruzas  
Familias  26 19  
# Evaluadas 16 23  
# NO Evaluadas  42 42  
 
   
Polinización Abierta desde el bloque de cruzamientos 
controlados  
Familias  45 25  
# Evaluadas 18 38  
# NO Evaluadas  63 63  
 
Las progenies de familias seleccionadas fueron evaluadas con los marcadores adecuados 
para cada una de ellas (Tabla VII). Los genotipos que tuvieron el alelo marcador asociado 
a CMD2 fueron evaluados como R (genotipo resistente a CMD), y los que no lo 
presentaron fueron evaluados como S (genotipos susceptibles a CMD). ( Tabla IX)  
 
 
Los cuatro marcadores ligados a CMD2 fueron seleccionados de tal forma que flanqueen 
el gen. El RME1 y NS158 se ubican en lados opuestos respecto al gen, a unas distancias 
de 4 y 8cM respectivamente. Los marcadores RME4 y NS169 se ubican al mismo lado 
del NS158 a 10 y 12cM del gen respectivamente. Estas posiciones se reflejan en los 
resultados de esta proceso de MAS sobre poblaciones de un programa de mejoramiento. 
La determinación de resistencia a CMD con los marcadores flanqueando es más adecuada 
comparado con la selección de un solo marcador porque la doble recombinación entre 
menos de 20cM es muy poco probable, así los porcentajes de individuos con el alelo-
marcador asociado al gen CMD2 están en un rango ente 69.8 y 89.5 para polinizaciones 
controlada 69.1 y 83.8 para polinización abiertas. 
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Tabla IX. Resumen de individuos resistente y susceptibles identificados por MAS en 
cruzamientos controlados y polinización abierta 
 
Cruzamientos Controlados  
  Marcador molecular  
Genotipos RME-1 RME-4 NS158 NS169 
Numero de resistentes  585 453 85 160 
Porcentaje (%) de 
resistentes 61,6 58,8 60,3 72,4 
Numero de susceptibles  365 317 56 61 
Porcentaje (%) de 
susceptibles 38,4 41,2 39,7 27,6 
TOTAL 950 770 141 221 
Cruzamientos de Polinización Abierta 
  Marcador molecular 
Genotipos RME-1 RME-4 NS158   
Numero de resistentes  1170 1081 1208   
Porcentaje (%) de 
resistentes 81,8 77,4 84,6   
Numero de susceptibles  261 315 220   
Porcentaje (%) de 
susceptibles 18,2 22,6 15,4   
TOTAL 1431 1396 1428   
 
 
Tabla X. Resumen de coincidencia y diferencia entre los resultados obtenidos 
usando los 4 marcadores asociados con CMD2. 
 
Cruzamientos controlados  
 
RME1-NS158 
 
RME1-RME4 
 
RME1-N169 
Numero de comparaciones 124 729 124 
Porcentaje de genotipos con el 
alelo resistente en ambos 
marcadores  
89.5 69.8 88.7 
 
Cruzamientos de polinización 
abierta 
 
RME1-NS158 
 
RME1-RME4 
 
Numero de comparaciones 1397 1360  
Porcentaje de genotipos con el 
alelo resistente en ambos 
marcadores 
83.8 69.1  
 
Las familias seleccionadas por MAS fueron plantadas en un Ensayo de Evaluación 
Clonal en Chammbezi, Sub- estación de Mikocheni Agricultural Research Institute 
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(ARI), ubicada en Dar Es Salam, Tanzania en abril de 2007 para el cumplimiento del 
segundo año de evaluación de resistencia a CMD. El 80 % de los materiales de los 
individuos seleccionados por MAS fueron resistentes en campo, esto sugiere que la 
heredabilidad de la resistencia a CMD en las condiciones de la estación experimental de 
Chammbezi es de 0.8. 
Teniendo en cuenta que en esta estación de Chambezi se presenta alta incidencia de 
CMD, la eficiencia de MAS puede aun incrementarse en un 20% 
 
La selección de genotipos basada en MAS, en este caso, redujo sustancialmente el 
número de individuos para pasar al siguiente ciclo, con un criterio, real no arbitrario, en 
un momento del esquema de mejoramiento donde la características de los experimentos 
en lo que refiere a material vegetal (1 planta por genotipo) no permite tener una alta 
eficiencia y veracidad en la selección. 
 
Aunque es evidente que MAS no se implemento sobre todas las familias y que además 
los marcadores deberían estar más cerca al gen, mejorando así la eficiencia con esta 
tecnología, este trabajo muestra que MAS tiene un beneficio en su uso. 
La concepción tradicional es que el marcador detecte algo cercano al 100% de la 
característica a la cual está asociado, sin importar si las poblaciones son cercanas o no 
etc. pero esta concepción solo sería posible en cultivos que cuentan con la secuencia 
completa del genoma y que desarrollan marcadores a partir del gen, aunque es una 
concepción un poco idealista. 
. 
En este trabajo se combinó la idea tradicional de mejoramiento y el uso de marcadores 
moleculares como una herramienta adicional para la selección. El impacto del trabajo con 
marcadores moleculares se puede maximizar, si se integra el trabajo de genetista y del 
mejorador. Un ejemplo se presenta en el desarrollo de poblaciones de mapeo por parte 
del mejorado, sobre las cuales se hace el análisis de BSA (genetista).De encontrarse 
algún marcador asociado a la característica, este sería operable en las familias generadas 
en los siguientes cruzamientos. 
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6 CONCLUCIONES 
 
 
• La implementación de MAS en yuca dentro de este proyecto de mejoramiento 
participativo fue exitosa, permitiendo la introducción de 500 genotipos en Tanzania que 
son la base para el esquema de mejoramiento., También se demostró que la 
implementación de este sistema en fases tempranas del esquema de mejoramiento 
permite la reducción de los tamaños de las población al pasar al siguiente ciclo,  
• Para el desarrollo de MÁS en yuca es importante contar con varios marcadores 
cercanos que flanqueen el gen, para superar la imposibilidad de implementar esta 
tecnología al cambiar de linaje o de pool genético. 
• Se confirmo la necesidad de continuar con el proceso de búsqueda de marcadores 
cercarnos al gen para tener una mayor eficiencia en la selección con MAS 
• El desarrollo de metodologías para implementación de MAS en programas de 
mejoramiento depende de las condiciones particulares de los usuarios, recursos físicos y 
humanos disponibles. Asumiendo la existencia de los marcadores, las metodologías se 
deben desarrollar buscado eficiencia y veracidad en la obtención y manejo de 
información  
• Para el caso de yucas los protocolos de extracción rápidos, solo son medianamente 
eficientes para marcadores SSR. Para marcadores más exigentes en los requerimientos de 
amplificación es recomendable la utilización de protocolos que mantenga un buen 
estándar de calidad de ADN permitiendo agilizar el procesamiento de muestras. 
• Los puntos clave para la implementación de MAS son el muestreo y la extracción 
de ADN. En este caso particular se pudo estandarizar un proceso que redujo la logística 
permitiendo tener un protocolo de extracción de ADN para tejido de campo que procesa 
alrededor de 271muestras por día/ por muestra por persona obteniendo ADN 
resuspendido listo para usar y de buena calidad  
• En la siembra de poblaciones F1 en los campos de observación hubo una pérdida 
del 55% de las plantas. esto valor es mucho mayor si se tiene en cuenta que también se 
presenta perdidas en los semilleros. 
• Este nuevo germoplasmas está ampliando la base genética, esencial para procesos 
de selección, pues genes nuevos provenientes de germoplasma cultivado de América y de 
los ascendentes silvestres (Flabelifolia) han sido introducidos. 
• En las familias de cruzamientos controlados entre el 69.8% y el 89.5% de los 
individuos fueron resistentes basados en 2 marcadores que flanquean el gen CMD, y en 
familias desde polinización abierta entre el 69.1% y el 83.8% la evaluación usando MAS 
indico que un 80% de todos los individuos fueron resistente esto coincidió con los 
resultados de la evaluación fenotípica (basada en el segundo ciclo) estos resultados 
sugieren que la heredabilidad de la resistencia a CMD en la estación de Chambezi donde 
se hizo el fenotipificado, estuvo alrededor de 0.8 
• En Chambezi hay una alta presión natural de CMD por lo tanto los escapes pueden 
considerarse bajos, MAS incremento todavía la eficiencia en la selección en un 20% en 
comparación con solo el uso de selección fenotípica. Una coincidencia en un 90% de 
coincidencia entre los resultados de mas y el segundo año de evaluación fenotípica 
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sugiere que el proceso de recogida de muestras envío a CIAT para el genotipificado por 
un lado, y la cosecha, selección, y vuelta a sembrar en campo para el siguiente siclo se 
llevo a cabo con muy bajas tasas de error experimental. 
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8 ANEXOS 
 
 
 
ANEXO 1 Protocolo de mini extracción de ADN de Dellaporta S.L. et al, modificado 
por Fregene et al. 
 
• Colectar una hoja o cogollo (entre 0.15g y 0.2g de tejido vegetal) y guardarlas en 
un sobre de papel a 65C 
• Pasar a un tubo eppendorf de 1.5ml y macerar en seco con arena y ayuda de un 
taladro. 
• Adicionar 800ml de buffer de extracción precalentado a 65 oC. 
• Adicionar 50ul de SDS al 20%. 
• Agitar vigorosamente la mezcla para homogenizar. 
• Incubar en baño de agua a 65 oC y mezclar por inversión de 5 a 6 veces, durante 
15min. 
• retirar los tubos del baño y dejar enfriar a temperatura ambiente por 2min. 
• Adicionar 250ul de acetato de potasio 5M frío y mezclar por inversión. 
• Incubar en hielo por 20min. 
• centrifugar a 12000rpm en una centrífuga eppendorf por 10min. 
• Adicionar un volumen de isopropanol frío y mezclar suave por inversión. 
• Incubar a –80 oC por 1h y centrifugar a 12000 rpm por 10min. 
• Eliminar el sobrenadante y remover el exceso de isopropanol invirtiendo los tubos 
sobre una toalla de papel. 
• Resuspender el precipitado en 500ul de TE 50:10 (50mM Tris-HCl/10Mm 
EDTA) incubar a 65oC de 10 a 15min con agitación suave y constante. 
• Adicionar un volumen de isopropanol frío y mezclar por inversión suave. 
• Incubar a –80 oC por 1h y centrifugar a 1200rpm por 10min. 
• Eliminar el sobrenadante y remover el exceso de isopropanol invirtiendo los tubos 
sobre una toalla de papel por 1h. 
• Adicionar de 100 a 200ul, dependiendo del tamaño del precipitado, de TE 10:1 
(10mM Tris-HCl/1Mm EDTA que contiene 10mg/ml de RNAsa) y guardar los 
tubos a 4 oC toda la noche o disolver el precipitado en baño de agua a 65 oC. 
• Evaluar la calidad en un gel de agarosa. 
 
 
 
ANEXO 2 Protocolo extracción  alcalina  
 
• Se toman 4 discos de tejido con un diámetro de  0.6cm en un posos de placas de 
elisa fondo redonde 
• Se adiciona 60ul de  NaOH 0.25M  
• Las muestras se calientan en baño María a 95C por 2 minutos,  
• Se masera con un mortero plástico o metálica (para 96 muestras por vez) 
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• Se adiciona 60ul de HCl 0.25M. 
• Rápidamente se adicionan 30ul  de Tris HCl pH 
• Se calienta nuevamente en baño María 2 min.  
• Se hace un spin en una centrifuga de placa 
• Se recupera el sobre nadante en otra placa,  este será el extracto sobre crudo que 
servirá como molde para el PCR. 
• Se recomiendan hacer diluciones de este extracto para poder tener amplificación 
 
ANEXO 3 Protocolo de extracción de ADN de arroz M Lorieux et al  2000 A first 
interespecific oryza sativa  x oryza galberrima microsatélite based genetic likage map. 
Theor. Appl. Genet. Vol 100 593-601 
 
• Macerar 150mg de hojas frescas o liofilizadas en placas de 96X1.2ml con el 
macerador Retsch con nitrógeno liquido si son hojas frescas) centrifugar algunos 
segundos para  que el polvo que se encuentra en los tapones y caiga 
• Recalentar los tubos a temperatura ambiente 
• Agregar 480ul de tapón de extracción precalentado a 74C 
• Mezclar bien manualmente  o con la ayuda de macerador centrifugar por algunos 
segundos  
• Incubar a 74C durante  25-30min por ejemplo en un horno de hibridación 
• Enfriar a temperatura ambiente 
• Agregar 480ul de cloroformo isoamilico 
• Mezclar lentamente por inversión durante 5min 
• Centrifugar a máxima velocidad 4000rpm a temperatura ambiente durante 15 min  
o 1700 50min 
• Transferir el sobre-nadante a una nueva placa de 96 x 1.2ml 
• Agragar 270de isopropanol. 
• Agitar por inversión hasta la formación de pellet colocar a 20 durante 5 min 
• Centrifugar a 15 min a máxima velocidad 2500 30min 
• Descartar el sobre-nadante teniendo cuidado de no botar el botón de ADN 
• Agregar 100ul de etanol  
• Centrifugar  10min a máxima velocidad o 2500 30min 
• Descartar el sobre-nadante teniendo cuidado de no botar los botones de ADN 
• Secar en el speed Bac. durante 30min 
• Agregar 30ul de te final y dejar resuspender algunas horas a temperatura 
ambiente. 
 
ANEXO 4 Protocolo TE  Nobuyuki et al 2000 
 
• Se toman 4 discos de tejido con un diámetro de  0.6cm tubos eppendorf 
• Se adiciona TE 50: 10  200ul  
• Las muestras se calientan en baño María a 95C por 5min.  
• Se masera con un mortero plástico o metálica por 3 seg. 
• Las muestras se calientan en baño María a 95C por 3min. 
• Se colocan a -20 por 5min.  
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• Se centrifuga por 2min a 10000 rpm 
• Se recupera el sobre nadante en otro tubo,  este será el extracto sobre crudo que 
servirá como molde para el PCR. 
• Se recomiendan hacer diluciones de este extracto para poder tener amplificación 
 
ANEXO 5 MATERIAL FRESCO DE INVITRO  Método De Extracción Modificado 
(Dellaporta, 1983)  
 
 
 
• Tomar los tubos de ensayo con el material vegetal y colocarlos en hielo. 
• Macerar durante 10segundos con el taladro utilizando una punta de pasta plástica, 
compactando el material en el fondo del tubo, haciendo movimientos sucesivos 
arriba y abajo para evitar que se caliente la muestra. 
• Adicionar  200ul de buffer de extracción y seguir macerando durante 10 segundos  
hasta no tener trozos visibles de tejido. 
• Adicionar 400ul de buffer de extracción  y colocar de nuevo el tubo en hielo. 
• Llevar los tubos a 65C (baño María)/5min. 
• Adicionar 60ul de SDS y mezclar vigorosamente.  
• Colocar en baño maría a 65C por 15-20min mezclando  3 veces 
intermitentemente. 
• Dejar reposar por 3min, agregar 200ul de acetato de potasio 5M, y mezclar 
fuertemente. 
• Llevar los tubos a -20 por mínimo 45min. (o toda la noche) 
• Mezcle los tubos nuevamente, y centrifugue a 13000rpm por 10min. 
• Recupere el sobrenadante en otro tubo debidamente marcado, cuidando que no se 
lleven trozos de tejido. Normalmente no es necesario usar pipeta.   Si se necesita 
más tiempo en la  centrifuga o usar pipeta, hágalo. 
• Agregar 600ul de isopropanol frió, y mezclar suavemente. 
• Llevar los tubos a -20por mínimo 1hora. (o toda la noche). 
• Mezcle nuevamente,  centrifugue los tubos por  8min.  y descarte el sobrenadante  
rápidamente teniendo en cuenta de no perder el botón de ADN y  escurrir los 
tubos sobre papel absorbente seco destapados y boca abajo. 
• Es posible en este momento saltar al paso 17, si el botón es de óptima calidad 
y si no presenta coloraciones extrañas. 
• Adicionar 500ul  de TE 50:10, incubar en baño de María a 65ºC por 10min e ir 
Resuspendiendo. 
• Repetir desde el paso 12 al 14. 
• Resuspender en 100ul de TE 10:1 con RNAs a una concentración de 
0.00015mg/ul e incubar 30 minutos a 37ºC. 
• Revisar el ADN en un gel de agaroza al 0.8% 
 
 
BUFFER DE EXTRACCION 
(YUCA) 
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Tris-HCl pH 8.0 100 Mm 
EDTA pH 8.0 50 mM 
NaCl 500 mM 
B-Mercaptoetanol 10 mM 
(100ul/100ml 
buffer) 
PVP 1 % 
 
 
ANEXO 6 Extracción con muestras de campo  Dellaporta modificado. 
 
• Adicionar  400ul de buffer si PVP y betamercapto en el tubo eppendorf con tejido 
• Calentar a 95C por 4min con los tubos destapados 
• Macerar con una punta metálica durante 15 segundos 
• Adicionar  buffer con PVP y betamercapto de forma que las concentraciones 
finales de estos en la mezclas sean las esperadas 
• adicionar 60ul de SDS 20% 
• calentar a baño de María 65C por 15 min 
• dejar 3 min a temperatura ambiente y adicionar 200ul de acetato de potasio  frio y 
mezclar 
• centrifugar 15min a13rpm 
• recuperar el sobrenadante 
• adicionar 400ul  isopropanol frío y llevar a meno 20 por 30 min 
• centrifugar a 13200 rpm por 8min 
• descartar sobrenadante 
• dejar secar el pellet y resuspender en TE10:1 
 
 
ANEXO 7 Reactivos utilizados en geles de poliacrilamida al 4% y tinción con nitrato 
de plata 
 
Gel de poliacrilamida 4% 
 
 
Reactivos 
 
 
Acrilamida: bis (19:1) 
 
Acido acético: Etanol (5:95) 
 
Persulfato de amonio (10%) 
 
TEMED 
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Proceso de tinción con Nitrato de plata. 
 
 
PASO 
 
 
SOLUCIONES 
 
PREPARACIÓN 
 
TIEMPO DE 
EXPOSICIÓN 
 
1 
 
 
Fijadora 
 
Ácido Acético 10% 
H2O destilada 
 
30 minutos 
 
2 
 
 
H2O des ionizada 
  
20 minutos 
 
3 
 
 
Tinción con Nitrato de 
plata 
 
Nitrato de plata 
(AgNO3) 
H2O destilada 
 
30 minutos 
 
4 
 
 
H2O des ionizada 
  
10 segundos 
 
5 
 
Reveladora 
Carbonato de sodio 
(Na2CO3) 
Formaldehido 37% 
H2O destilada 
 
30 minutos 
 
6 
 
Parada 
Glicina 2% (p/v) 
EDTA 0.5% (p/v) 
H2O destilada 
 
5 – 8 minutos 
 
7 
 
 
H2O des ionizada 
  
30 minutos 
 
ANEXO 8 Extracción con chelex 
La solución de extracción, consistente en 0,05 g de resina de Chelex (BioRad) y 
6 µl de proteinasa K (10 µg /µl) diluidos en 1 ml de agua destilada miliQ, se preparó 
siempre que procedimos a una nueva extracción. Una vez mezclada, se agitó en varias 
ocasiones durante su utilización, para evitar que la resina (Chelex) precipitase. En un 
tubo Eppendorf añadimos 0,15 g de tejido del insecto y 200 µl de la solución para 
homogeneizar la mezcla con ayuda de un émbolo. A continuación, agitamos la muestra 
en un agitador durante 10 segundos, hicimos un pulso de centrifugación (megafuga 
1.0R, Eraeus instruments) de 15000 r.p.m. durante 15 segundos e incubamos cada 
muestra a 96ºC durante 15 minutos. Posteriormente, volvimos a agitar, durante 10 
segundos, y centrifugamos a 13000 r.p.m. durante 3 minutos. Tras finalizar el proceso 
de centrifugación las muestras fueron congeladas a 20 
ºC o utilizadas para realizar una 
PCR. 
